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1 Einleitung 
 
1.1  Allgemeine Anatomie 
 
Das Auge besteht aus drei äußeren, übereinander angeordneten, Gewebsschichten und 
einem fast zellfreien Innenraum, welcher die lichtbrechenden Medien des Glaskörpers 
und der Linse beinhaltet.  
Das sichtbare Licht passiert somit bevor es auf die Netzhaut trifft den sogenannten 
lichtbrechenden Apparat, bestehend aus Hornhaut, Vorderkammer, Linse und 
Glaskörper. Durch die Lichtbrechung wird ein verkleinertes, umgekehrtes Bild des 
Objektes auf die Retina projeziert. 
 
 
Abbildung 1: Querschnitt des menschlichen Auges 
Quelle: (Schumacher 1991) 
 
1.2 Anatomie der Retina  
 
Die Netzhaut (Retina) ist die innerste der drei Schichten des Augapfels. Sie reicht vom 
Sehnervenkopf (Papille) bis zur Ora serrata und ist nur in diesen Bereichen fest mit der 
Tunica vasculosa verbunden, während ansonsten lediglich eine lockere Verbindung zum 
retinalen Pigmentepithel besteht.  
Unterteilt wird die Netzhaut in zwei Abschnitte: die lichtempfindliche Pars optica 
retinae und die lichtunempfindliche Pars caeca retinae. Die Pars optica retinae wird 
 8 
wiederum in zwei Funktionseinheiten gegliedert. Zum einen in die Pars pigmentosa, 
welche das retinale Pigmentepithel (RPE) einschließt, zum anderen in die Pars nervosa, 
in der sich ein Netzwerk von hintereinander geschalteten Neuronen befindet, welche für 
die Wahrnehmung und Weiterleitung von visuellen Reizen verantwortlich sind. Einen 
schematischen Schnitt durch die Netzhaut mit einer Übersicht über die einzelnen 
Zellschichten der Retina wird in Abbildung 2 gezeigt: 
 
 
Abbildung 2:  Schematischer Schnitt durch die Netzhaut 
Quelle: (Scherf 1997) 
 
 
1.3 Das retinale Pigmentepithel (RPE) 
 
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist eine einschichtige Zelllage aus polarisierten Zellen, 
die über Tight Junctions miteinander verbunden sind. Wie in obiger Abbildung 2 
schematisch dargestellt, liegt das RPE unmittelbar zwischen der Pars nervosa mit 
direktem Kontakt zu den Außensegmenten der Photorezeptorzellen und der Bruch-
Membran. Dieser direkte Kontakt ist wichtig, da das RPE unerlässlich ist für die 
Funktion und den Metabolismus der Photorezeptorzellen und zusammen mit der Bruch-
Membran die sogenannte Blut-Retina-Schranke bildet. Seinen Namen trägt das RPE 
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aufgrund seiner hohen Dichte an Melaningranula im Zytoplasma. Der hohe 
Melaningehalt lässt das Epithel  in einer schwarz-braunen Farbe erscheinen.  Diese 
dunkle Pigmentierung dient dazu, beim Lichteinfall auftretendes Streulicht zu 
absorbieren. Die apikale Oberfläche des RPE besitzt viele lange Mikrovilli, welche weit in 
den Bereich der Photorezeptoraußensegmente reichen und diese zum Teil umgreifen. 
Hierdurch entsteht ein enger Kontakt zwischen RPE und sensorischer Retina. Zu den 
Hauptaufgaben des RPE zählen die Regeneration von Vitamin A, die Phagozytose der 
abgeschnürten Außensegmente und der Stoffaustausch mit den Photorezeptoren. Die 
Ernährung der Rezeptorzellen wird durch die apikal umgreifenden Mikrovilli des 
Pigmentepithels gewährleistet (Strauss 2005). Zusätzlich ist das RPE für die 
Ausschüttung verschiedener Wachstumsfaktoren zuständig. Eine übergeordnete Rolle 
spielt hierbei der Botenstoff Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Dieser wird in 
der Netzhaut größtenteils vom RPE sezerniert (Blaauwegers et al. 1999). Die Regulation 
der VEGF-Ausschüttung kann über verschiedene Noxen reguliert werden. Es gibt 
Hinweise darauf, dass die Regulation auch  über die Temperatur beeinflusst wird. (Moon 
et al. 2010; Gong et al. 2006). 
Die Abbildung  3 zeigt eine Übersicht über die Funktionen und Aufgaben des RPE: 
 
Abbildung 3: Funktionen und Aufgaben des retinalen Pigmentepithels 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Faktor; PEDF: Pigment Epithelial Derived Factor; OS: 
Außensegmente der Photorezeptorzellen; MV: Microvilli des RPE  
Quelle:(Strauß 2005) 
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1.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
 
Für die Bildung neuer Blutgefäße ist VEGF einer der entscheidenden Faktoren (Ferrara 
2009). Die VEGF-Familie besteht aus den Wachstumsfaktoren VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F und dem Placenta Growth Factor (Holmes et Zachary 2005, 
Yamazaki et Morita 2006). In dieser Arbeit steht bei allen Untersuchungen der Faktor 
VEGF-A im Zentrum des Interesses. Wie in der Literatur gebräuchlich, erfolgt eine 
synonyme Verwendung mit dem Begriff „VEGF“. 
Das Glykoprotein VEGF hat ein Molekulargewicht von 45 Kilodalton (kDa) (Ferrara et 
Henzel 1989) und besteht aus zwei Untereinheiten von je 23kDA (Ferrara et Henzel 
1989). Es existieren verschiedene Isoformen des VEGF-Moleküls. Diese entstehen durch 
alternatives Spleißen und unterscheiden sich durch die Anzahl ihrer Aminosäuren 
(Tischer et al. 1991). Im retinalen Gewebe findet sich fast ausschließlich die Isoform 
VEGF165, in wesentlich geringerem Maße auch VEGF121 (Kim et al. 1999). Es konnten 
verschiedene Stimuli nachgewiesen werden, welche die Expression von VEGF 
modulieren können. Hierzu zählen oxidativer Stress (Klettner et Roider 2009), Hypoxie 
(Shweiki et al. 1992),  erhöhte Zytokinkonzentrationen (Nagineni et al. 2012) und 
Hyperthermie (Moon et al. 2010; Gong et al. 2006).  Interessanterweise scheint eine 
Hyperthermie in manchen Tumoren die VEGF Sekretion zu reduzieren (Sawaji et al. 
2002), in anderen Tumorzellen, sowie im gesunden Gewebe allerdings bewirkt eine 
Hyperthermie die Induktion der VEGF Sekretion (Moon et al. 2010; Gong et al. 2006). In 
einem Organkulturmodell mit porcinen RPE-Zellen konnte eine autokrine Regulation 
der VEGF Sekretion nachgewiesen werden. Neueste Studien weisen darauf hin, dass 
VEGF über den VEGF-Rezeptor 2, sowie der Phosphatidylinositol 3 kinase seine eigene 
Expression verstärken kann (Klettner et al 2013). 
Im Speziellen in der Retina ist VEGF unverzichtbar  für die Ausbildung der retinalen und 
choroidalen Vaskularisation (Alon et al. 1995; Marneros et al. 2005). Zusätzlich hat 
VEGF bei erwachsenen Menschen im Bereich der Retina weitere wichtige Funktionen, so 
zum Beispiel als Überlebensfaktor für Endothelzellen und die Unterstützung der 
Funktion der Choroidea (Gerber et al. 1998; Saint-Geniez et al 2009). Als 
Hauptbildungsort von VEGF in der Retina konnte das retinale Pigmentepithel (RPE) 
identifiziert werden (Blaauwegers et al. 1999; Klettner et Roider 2012). Das RPE schützt 
sich selbst durch autokrine Sekretion von VEGF vor oxidativem Stress und fördert das 
Zellüberleben (Byeon et al. 2010).  
 11 
Neben der zentralen Bedeutung von VEGF in der Zellphysiologie der Retina wird VEGF 
gleichzeitig auch als Bestandteil diverser Pathomechanismen verstanden. So zum 
Beispiel konnte eine Beteiligung von VEGF bei der choroidalen Neovaskularisation 
(CNV) im Rahmen der feuchten altersbedingten Makuladegeneration (AMD), oder bei 
der Ausbildung eines Makulaödems bei Patienten mit diabetischer Retionopathie 
nachgewiesen werden (Kinnunen et al. 2011; Scholl et al. 2010). Desweiteren steht 
VEGF in dem Verdacht für das Auftreten von Mikrometastasen beim Aderhautmelanom 
mitverantwortlich zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von VEGF 
durch Bevacizumab einen Rückgang der Proliferation, der Invasion, so wie der 
Angiogenese von Aderhautmelanomen zur Folge hat (Yang et al. 2010). 
Die Expression und Sekretion von VEGF  wird intrazellulär über verschiedene 
Signalkaskaden reguliert. Wichtige Schlüsselenzyme dieser intrazellulären Kaskaden 
sind die sogenannten Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK). 
 
1.5 Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK) 
 
Mitogen aktivierte Proteinkinasen gehören zur Gruppe der Serin-/Threonin- 
Proteinkinasen und sind  Schlüsselenzyme bei verschiedenen Signalwegen in der Zelle 
(Robinson et Cobb  1997). MAP Kinasen aktivieren sowohl zytoplasmatische Proteine, 
als auch Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung. Hierfür müssen sie jedoch 
selber von MAP-Kinasen-Kinasen (MAP2K oder MAPKK) phosphoryliert werden. Diese 
wiederum werden von MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen (MAP3K oder MAPKKK) aktiviert. 
Die MAPK-Signalkaskade wird durch verschiedene physiologische oder 
pathophysiologische extrazelluläre Stimuli mittels G-Protein oder Rezeptor assoziierten 
Proteinen in Gang gesetzt.  
Grundsätzlich werden drei Signalwege unterschieden, welche jedoch auf verschiedenen 
Ebenen interagieren können (Schaeffer et Weber 1999): extrazellulär signal-regulierte 
Kinasen (ERK 1 und 2), c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und p38-mitogenaktivierte 
Proteinkinase (p38-MAPK). Die Abbildung 4 zeigt eine vereinfachte, schematische 
Übersicht über die drei Signalkaskaden: 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der MAPK-Signalkaskaden 
   Quelle: Modifiziert nach (Schaeffer und Weber 1999): 
 
 
 
1.5.1  c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) 
 
Zu der Gruppe der JNKs zählt man derzeit die Kinasen JNK1, JNK2 sowie JNK3. Durch 
alternatives Spleißen entstehen verschiedene Isoformen dieser Kinasen mit einem 
Molekulargewicht von 46kDa oder 54kDa (Gupta et al. 1996).  Die Isoformen JNK1 und 
JNK2 kommen ubiquitär vor. Die Isoform JNK3 wird vor allem im Gehirn, den Hoden und 
im Herzen gebildet (Haeusgen et al. 2009, Kyriakis et Avruch 2001). Eine Aktivierung 
der JNKs erfolgt durch verschiedene MAP2K. 
JNKs sind sowohl für physiologische als auch pathophysiologische Vorgänge in der Zelle 
ein entscheidender Faktor. Nachdem sie im Jahre 1993 durch (Hibi et al. 1993) entdeckt 
und als Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK) beschrieben wurden, sind sie vor allem 
im Zusammenhang mit zellulärem Stress und Apoptose, ausgelöst beispielsweise durch 
UV-Strahlung, Hitzeschock (Ip et Davis 1998), ionisierende Strahlung, DNA-schädigende 
Substanzen und Chemotherapeutika, Zytokine sowie Wachstumsfaktoren (Kharbanda et 
al. 1995; Deng et al. 2001) untersucht worden. Eine Beteiligung an diversen 
Krankheiten, wie dem Morbus Alzheimer, Parkinson, Schlaganfall, Diabetes mellitus, 
Rheumatoider Arthritis oder der Atherosklerose konnte den JNKs in den letzten Jahren 
nachgewiesen werden (Waetzig et Herdegen 2005). Zusätzlich regulieren die einzelnen 
JNKs allerdings auch eine Reihe von wichtigen physiologischen Vorgängen in der Zelle. 
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Unter anderem haben sie Zell regenerative Eigenschaften in neuronalen Zellen (Waetzig 
et al. 2006).  
In Bezug auf VEGF scheint JNK eine wichtige Rolle in der post-transkriptionalen 
Regulation zu haben. Unter Einfluss von JNK kommt es zu einer Stabilisierung der VEGF 
mRNA  (Pagès et al. 2000). Weiterhin konnte bei der diabetischen Rethinopathie eine 
JNK abhängige VEGF- Expression durch den Iinsulin-like Growth Faktor-1 (IGF-1) 
beobachtet werden (Poulaki et al. 2004). 
 
 
1.5.2 p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38-MAPK) 
 
Derzeit werden bei den p38-MAPK mindestens vier Isoformen unterschieden: p38α-
MAPK, p38β-MAPK, p38γ-MAPK und p38δ-MAPK. Sie werden durch verschiedenste 
Stimuli aktiviert (Raingeaud et al. 1995, Jiang et al. 1996). Hierzu zählen die 
Entzündungszytokine Interleukin-1β (IL-1ß) und Tumornekrosefaktor α (TNFα), 
Lipopolysaccharide, verschiedene andere Stressoren wie UV-Strahlung (Keyse 1995), 
der  koloniestimulierende  Wachstumsfaktor 1 (colony-stimulating factor 1, CSF-1) (Foltz 
et al. 1997), oxidativen Stress und Hyperosmolarität (Häussinger et al. 1999, Shapiro et 
al. 1995). Die p38-Kinasen werden ihrerseits durch spezifische MAP2K durch 
Phosphorylierung aktiviert, welche wiederum durch eine Vielzahl von MAP3Ks 
phosphoryliert werden können. Trotz der grundsätzlich voneinander unabhängigen 
Signalmodule geschieht eine Aktivierung meist parallel zu den JNKs (Mendelson et al. 
1996). Interessanterweise kommt es je nach Stimulus und zellulärem Signalweg zu 
teilweise gegensätzlichen Effekten. Die Aktivierung in Zellen kann sowohl anti- (Park et 
al. 2002) als auch proapoptotisch (Xia et al. 1995) wirken. Lee et al. veröffentlichten 
1994 die wichtige Bedeutung der p38-MAPK bei Entzündungsreaktionen. Sie konnten 
durch Hemmung der p38-MAPK eine verminderte Expression von TNFα und IL-1β 
nachweisen (Lee et al. 1994). Der therapeutische Nutzen dieser Erkenntnis bei der 
Behandlung chronisch entzündlicher Erkrankungen wie Morbus Crohn oder der 
Rheumatoiden Arthritis ist Gegenstand zahlreicher Studien (Nishikawa et al. 2007, 
Arslan et al. 2006, Kaminska 2005). Darüber hinaus konnte in jüngerer Vergangenheit 
gezeigt werden, dass p38-MAPK eine wichtige Rolle bei der Entstehung von malignen 
Tumoren im Sinne eines Tumorsuppressors spielen, da ihre Inhibition oder Mutation zu 
einer vermehrten Proliferation führen kann (Brancho et al. 2003, Hui et al. 2007). Bei 
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Stimulation von RPE-Zellen mittels oxidativen Stress konnte die VEGF-Sekretion durch 
Hemmung von p38-MAPK signifikant reduziert werden (Klettner et Roider 2009, 
Kunchithapautham 2011).  
 
1.5.3 Extrazellulär Signal-Regulierte Kinasen (ERK 1/2) 
 
Zu der am frühesten charakterisierten Gruppe der MAPK-Familie gehören die 
extrazellulär signal-regulierten Kinasen ERK1 und ERK2. Sie haben ein 
Molekulargewicht von 44kDa (ERK1) und 42kDa (ERK2) (Crews et al. 1992). Substrate 
der ERK`s sind sowohl im Zytosol als auch im Kern der Zelle zu finden. So sind sie in der 
Lage sowohl direkt über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, als auch indirekt, 
über die Phosphorylierung anderer Kinasen, die Genexpression der Zelle zu 
modifizieren (Davie et Spencer 2001) Eine Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung 
eines Threonin- oder Tyrosin-Restes durch spezifische Kinasen der MAPKK- Familie. Die 
ganze Signalkaskade wird durch verschiedene extrazelluläre Stimuli ausgelöst. Vor 
allem scheinen Wachstums- und Differenzierungsreize ein entscheidener Stimulus der 
ERK 1/2-Kaskade zu sein. Zellulärer Stress dagegen scheint eine untergeordnete Rolle 
zu spielen (Widmann et al. 1999, Cobb et Goldsmith 1995, Kyriakis et Avruch 2001). In 
Fibroblasten wurde ERK 1/2 als wichtiger Faktor bei der Expression von VEGF 
identifiziert (Milanini et al 1998). Im RPE erfolgt eine VEGF Induktion über TGF-ß und 
Thrombin (Nagineni et al 2003 ; Treins 2001). Der genaue Ablauf der Signalkaskade ist 
bisher noch unbekannt. Es wurde gezeigt, dass die VEGF-Expression bei oxidativem 
Stress über ERK 1/2 geregelt wird (Klettner et Roider 2009). 
 
 1.6 Transient Rezeptor Potential-Kanäle (TRP-Kanäle) 
 
Die Transient Rezeptor Potential-Kanäle sind einer großen Familie von Ionenkanälen 
zuzuordnen. Sie kommen sowohl in erregbaren und nicht erregbaren Zellen vor. Viele 
Mitglieder dieser Familie haben wichtige Positionen in primären Signalkaskaden, da sie 
den Einstrom von zweiwertigen Kationen in die Zelle regulieren. Obwohl für die meisten 
TRP-Kanäle die biophysikalischen Eigenschaften bereits beschrieben wurden, ist über 
ihre biologische Funktion jedoch noch sehr wenig bekannt (Vriens et al. 2004). 
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Viele der bekannten TRP-Kanäle vermitteln in der sensorischen Signaltransduktion. 
Beim Menschen sind sie beteiligt bei der Wahrnehmung und sensorischen Verarbeitung 
der Geschmacksqualitäten süß, bitter und umami, sowie von Hitze, Kälte und 
mechanischen Reizen (Zhang et al. 2003; Caterina et al. 1997; Peier et al. 2002; McKemy 
et al. 2002; Suzuki et al. 2003). 
Die TRP-Familie wird derzeit in vier Subfamilien eingeteilt: die klassischen TRP-Kanäle 
mit sieben Mitgliedern (TRPC, „classic“ oder „canonical-like“ TRP), die Vanilloid-
Rezeptor-ähnlichen TRP-Kanäle mit sechs Mitgliedern (TRPV, „vanilloid“ TRP), die 
Melastatin-ähnlichen TRP-Kanäle mit acht Mitgliedern (TRPM, „melastatin“ TRP), und 
ANKTM1 (TRPA, „ankyrin-repeat“ TRP) (Clapham 2003). 
 
1.6.1 Thermosensible TRP-Kanäle 
 
Die in dieser Arbeit untersuchten TRP-Kanäle sind, neben ihrer Eigenschaft 
chemosensitive Stimuli zu detektieren, auch für ihre Thermosensitivität bekannt. Ab 
einer Temperatur von > 45°C wird bei einem Menschen Hitze als schmerzhaft 
wahrgenommen. Die Entdeckung des Capsaicin-Rezeptors (Vanilloid-Rezeptor 1, VR1) 
(Caterina et al. 1997), als erster thermosensitiver Kanal, führte zu einem neuen 
Verständnis molekularer Grundlagen der Detektion von thermischen und chemischen 
Reizen (Montell et al. 2002). Das Vanilloid Capsaicin (8-Methyl-N-vanillyl-6-noneamid) 
ist der scharf schmeckende Inhaltsstoff der Chilischote und der bekannteste Ligand 
dieses Kanals. Aufgrund seiner hohen Sequenzhomologie zu den TRP-Kanälen wurde 
der VR1-Rezeptor als erster Vertreter einer neuen TRP-Kanal Subfamilie als TRPV1 
bezeichnet. Mittlerweile zählen sechs TRP-Kanäle zu dieser Subfamilie (Patapoutian et 
al. 2003; Tominaga et Caterina 2004). Die Empfindung von schmerzhafter Hitze wird 
wahrscheinlich durch die beiden Hitzerezeptoren TRPV1 und TRPV2 vermittelt. Auch 
die Wahrnehmung moderater, nicht-schmerzhafter Wärme (34-42°C) ist für jeden 
Organismus notwendig. Sie wird von spezialisierten sensorischen Fasern, die die Haut, 
die Zunge und die Nase innervieren, vermittelt (Hensel et Iggo 1971). Es wird davon 
ausgegangen, dass hierfür die Wärmerezeptoren TRPV3 und TRPV4 verantwortlich sind. 
Geringere Temperaturen werden über die Kälterezeptoren TRPM8 (nicht schmerzhafte 
Kälte < 25°C) und TRPA1 (schmerzhafte Kälte < 17°C) vermittelt (Patapoutian et al. 
2003; Bautista et al. 2007; Zurborg et al. 2007).  
 16 
Die Abbildung 5 zeigt schematisch alle Mitglider der TRPV-Familie (a), sowie deren 
Aktivität in Bezug auf die Temperatur (b): 
 
Abbildung 5: a) Schematische Darstellung aller TRPV-Mitglieder; (b) Aktivität der 
einzelnen Kanäle in Bezug auf die Temperatur 
Quelle: (Patapoutian 2003) 
 
 
Im Jahre 2010 konnten TRPV – Kanäle sowohl auf RPE-Zellen, als auch auf der Zelllinie 
ARPE 19 nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigte sich ein TRPV-Kanal vermittelter 
Zusammenhang zwischen einer hyperthermen Stimulation und einer Induktion der 
VEGF-Sekretion (Coassin et al. 2010; Cordeiro et al. 2010). Diese gewonnenen 
Erkenntnisse ließen wir in die folgende formulierte Fragestellung mit einfließen. 
 
1.7 Entstehung von Hyperthermie im Auge 
Der komplexe Aufbau des Auges dient einzig dem Zweck, einen optimalen optischen 
Eindruck von unserer Umweld zu erlangen. Hierfür wird das einfallende Sonnenlicht 
konstant auf die Fovea Centralis, dem Gebiet des schärfsten Sehens, fokussiert. 
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Durch den ständigen Einfall von Sonnenstrahlung entsteht als Nebenprodukt 
Wärmeenergie. Um eine Überwärmung der Retina zu vermeiden ist eine kontinuierliche 
Kühlung notwendig (Parver et al 1980; Nickla et Wallman  2009). Der Abtransport von 
Wärme erfolgt hämatogen über eine gute Durchblutung der Choroidea.  
Es konnte gezeigt werden, dass im Laufe des Lebens und bei retinalen Erkrankungen 
wie der alterbedingten Makuladegeneration (AMD), die Durchblutung der Choroidea 
abnimmt (Metelitsina et al 2008; Boltz et al 2010), dies führt theoretisch zu einer 
verminderten Kühlung mit nachfolgender Erwärmung der Fovea centralis. 
In einem in vitro Versuch mit der menschlichen RPE Zelllinie ARPE 19 konnte als 
Reaktion auf eine viertägige Erwärmung auf 40°C eine um 34% erhöhte VEGF Sekretion 
beobachtet werden (Coassin et al. 2010).  
 
 
1.8 Hyperthermie als Therapieoption  
 
Eine lokale Hyperthermie wird, zum Beispiel im Rahmen einer transpupillären 
Thermotherapie (TTT), heutzutage als therapeutische Option bei verschiedenen 
Erkrankungen der Retina genutzt. So wurden Behandlungen beim uvealen Melanom 
(Oosterhuis et al 1995), bei der choroidalen Neovaskularisation (CNV), bei der 
alterbedingten Makuladegeneration (AMD) (Nowak et al 2012; Söderberg et al 2012), 
der Frühgeborenenretinopathie (ROP) (Shah et al 2011), dem Retinoblastom (Francis et 
al 2012), bei subretinal fluids (Caminal et al 2013) und dem choroidalen Hämangiom 
(Sharma et al 2011) beschrieben. 
 
1.8.1 Transpupilläre Thermotherapie (TTT) 
 
Erstmals wurde über die TTT 1995 von Oosterhuis und Mitarbeitern berichtet 
(Oosterhuis et al.  1995). Hierbei werden durch das mydriatische Auge Laserstrahlen im 
Infrarotbereich (810 nm) mittels Diodenlaser appliziert. Hierdurch soll in dem 
bestrahlten Areal eine Hyperthermie von 45°C-65°C entstehen, was zu irreversiblen 
Zellschäden und nachfolgend zur Apoptose der bestrahlten Zellen führen soll. In 
Abhängigkeit von der Wellenlänge und der Expositionszeit der Bestrahlungsherde kann 
eine maximale effektive Eindringtiefe des Lasers bis auf 3,5 – 4 mm erreicht werden 
(Oosterhuis et al.  1995, Oosterhuis et al.  1998).  Nach erfolgter Laserbestrahlung lässt 
sich sowohl klinisch als auch fluoreszenzangiographisch ein scharf begrenztes 
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Behandlungsareal abgrenzen, allerdings gibt es während der TTT keine direkte 
Therapiekontrolle, z.B. über die Gewebetemperatur oder über die Energieaufnahme im 
bestrahlten Areal. Aus diesem Grund ist die richtige Einstellung der Laserparameter 
nicht standardisierbar. 
Es wurden als unerwünschte Nebenwirkungen vor allem das Makulaödem, die 
choroidale Neovascularisation, der Makulainfarkt, sowie Verbrennung der Makula 
beschrieben. (Stoffelns 2006, Currie et al. 2000, Schöpfer et Stoffelns 2010; Benner et al 
2002; Benhamou et al 2004). 
Nachfolgend wird die Anwendung der TTT beim uvealen Melanom und bei der 
choroidalen Neovaskularisation durch die feuchte altersbedingte Makuladegeneration 
exemplarisch erläutert. Bei allen anderen oben bereits genannten Erkrankungen erfolgt 
die Anwendung der TTT in ähnlicher Art und Weise. Allerdings ist zu erwähnen, dass die 
additiven Behandlungsoptionen für die anderen Erkrankungen  stark  variieren. 
 
 
1.8.1.1 Anwendung der TTT beim uvealen Melanom 
Der häufigste Primärtumor des Auges beim Erwachsenen ist das Aderhautmelanom. Bei 
der europäischen Bevölkerung liegt die Inzidenz (Neuerkrankungen pro 1.000.000 
Einwohner pro Jahr) bei  2 bis 8. Dabei erkranken Männer und Frauen in etwa gleich 
häufig. Vermehrt betroffen sind Menschen mit heller Hautfarbe und blauer Irisfärbung 
(Damato 2010). Die Diagnose eines Aderhautmelanoms wird in der Regel nach dem 50. 
Lebensjahr gestellt. Das Maximum an Neuerkrankungen ist zwischen dem 60. und 70. 
Lebensjahr erreicht. Okuläre Melanome im Kindesalter gelten als Raritäten.  
In den meisten Fällen tritt das uveale Melanom primär in einem Auge auf. Ein 
beidseitiger Befall ist äußerst selten. So wurden in einer Studie von Singh 1996 bei 4500 
Patienten mit einem Aderhautmelanom nur 8 Patienten mit einem primär beidseitigen 
Tumorbefund beschrieben (Singh et al 1996). 
 Bei fast der Hälfte aller Betroffenen treten extraokuläre Metastasen auf, welche mit 
einer deutlich schlechteren Überlebensprognose einhergehen (Diener-West et al 1992; 
Kujala et al 2003).  
Über lange Zeit war die einzige Therapieoption zur Behandlung des Aderhautmelanoms 
die Enukleation des betroffenen Auges. Auch in der heutigen Zeit gibt es weiterhin 
Indikationen zur Enukleation und somit zur radikalen Tumorentfernung. 
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Dies gilt insbesondere bei besonders großen Tumoren, extraokulärem Wachstum, 
Invasion des Nervus opticus, Rezidiven, unzureichender Regression nach konservativer 
Therapie oder bei unbeherrschbaren behandlungsbedingten Komplikationen 
(Hungerford 1993). In der heutigen Zeit gibt es bei der Behandlung des uvealen 
Melanomes eine Reihe von alternativen Maßnahmen. Hierzu zählen unter anderem die 
Nahbestrahlung (Brachytherapie), die Protonenbestrahlung, die transsklerale 
Tumorresektion und die Thermotherapie. 
Bei der Brachytherapie erfolgt eine hochdosierte Bestrahlung des Tumorgewebes mit 
einem Gamma- oder Betastrahler, unter Schonung des umliegenden gesunden Gewebes. 
Hierfür wird ein schalenförmiger Applikator von außen möglichst nahe auf das zu 
bestrahlende Areal genäht. Diese Technik wurde erstmals von Stallard im Jahre 1939 
angewandt (Stallard 1966). Seitdem wurden mehrfach Verbesserungen durch Nutzung 
unterschiedlicher Strahlenquellen erzielt. Im Jahre 1966 führten Lommatzsch und 
Vollmar den Betastrahler Ruthenium-106 in die ophthalmologische Brachytherapie ein. 
Dieser wird auch heute noch in Europa am häufigsten eingesetzt. (Lommatzsch 1999). 
Bei der Protonenbestrahlung werden Protonen oder Heliumkerne mit hoher 
Geschwindigkeit auf ein vorher berechnetes Zielareal geschossen. Durch die geringe 
Masse und die hohe Geschwindigkeit kommt es nur in sehr geringem Maße zur 
Ablenkung der Teilchen, so dass der größte Teil der Energie am sogenannten Bragg-
Peak, dem Ende der Laufstrecke freigesetzt wird. Durch den extrem hohen apparativen 
Aufwand kann diese Behandlungsoption nur an wenigen spezialisierten Zentren in 
Europa angewendet werden (Schuler et Bornfeld  2000). 
Bei hochprominenten Tumoren, welche durch eine alleinige Brachytherapie nicht 
suffizienz zu behandeln wären, gibt es die Möglichkeit der transskleralen 
Tumorresektion. Bei desem operativen Verfahren wird der makroskopisch sichtbare 
Tumor reseziert, nachdem über dem diaphanoskopisch lokalisierten Tumorbett eine 
Skleralamelle präpariert wurde, mit der später nach vollständiger Entfernung des 
Tumors und der tiefen Skleralamelle der entstandene Defekt gedeckt werden kann. 
Durch eine intraokulare Gastamponade erfolgt eine Stabilisierung der Netzhaut im 
ehemaligen Tumorareal. (Schuler and Bornfeld  2000) 
Eine weitere Möglichkeit zur konservativen Therapie der uvealen Melanoms ist die in 
Kapitel 1.8.1 beschriebene Transpuppilläre Thermotherapie. 
Seit der Erstbeschreibung 1995 wird der Erfolg der TTT allerdings sehr kontrovers 
diskutiert. Die Therapieergebnisse der alleinigen TTT in Bezug auf die Tumorkontrolle 
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und dem Erhalt des Visus waren unzureichend. Es wurden einerseits positive 
Ergebnisse dieser Therapie veröffentlicht (Shields et al 2002), andererseits konnte 
histologisch nachgewiesen werden, dass Melanomzellen in der Sklera auch eine 
intensive mehrmalige TTT überleben können (Finger et al 2000).  Aus diesem Grunde 
wird die TTT im Rahmen der onkologischen Therapie des uvealen Melanoms heutzutage 
nur noch adjuvant  oder in Kombination mit einer Nahbestrahlung (Brachytherapie) 
angewandt. 
Diese Kombination aus Brachytherapie und TTT wird als Sandwichtherapie bezeichnet. 
Erstmals wurde diese Kombination 1998 empfohlen (Oosterhuis et al 1998) und hat 
weiterhin einen Stellenwert in der klinischen Therapie (Anastassiou et al 2002, Badyian 
et al 2014). Durch die Kombination beider Verfahren wird es möglich, hochprominente 
Tumoren zu behandeln, welche der alleinigen Brachytherapie nicht mehr zugänglich 
wären. Die Strahler der Brachytherapie verlieren bei größer werdender Entfernung ihre 
Energie zum Quadrat. Die Folge bei hochprominenten Tumoren ist eine unzureichende 
Strahlendosis an der Tumorspitze und zusätzlich ein großes Nebenwirkungsspektrum 
durch die hoch zu wählende Strahlendosis. Durch die TTT am Tumorapex soll es nun 
möglich sein, das Tumorvolumen deutlich zu verkleinern und somit zum einen wieder in 
einen kurativ therapierbaren Bereich der Brachytherapie zu gelangen, zum anderen die 
Gesamtstrahlendosis und somit die Nebenwirkungsrate zu reduzieren.  
Ob die Kombination beider Verfahren der alleinigen Brachytherapie überlegen ist, 
wurde mehrfach untersucht. Die Ergebnisse scheinen nicht  eindeutig zu sein. Im Jahre 
2010 konnte bei einem retrospektiven Vergleich an insgesamt 54 Patienten kein 
signifikanter Unterschied in der Tumorreduktion, der Nebenwirkungsrate und dem 
Erhalt der therapierten Augen gesehen werden (Gündüz et al. 2010). Neueste Studien 
ergaben dagegen Vorteile der Sandwichtherapie gegenüber der Brachytherapie alleine. 
Es zeigte sich eine bessere lokale Kontrolle und eine höhere Tumorregression während 
der Therapie. Die 5 Jahres Rezidiv-Tumorrate fiel signifikant kleiner aus und es konnten 
signifikant mehr Augen erhalten werden. In Bezug auf die Komplikationsrate, der 
Matastasenentwicklung und dem Gesamtüberleben waren beide Verfahren gleichwertig 
(Yarovoy et al. 2012). 
 
 
 
 
 21 
1.8.1.2 Anwendung der TTT bei der CNV im Rahmen der AMD 
 
Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist derzeit die häufigste Ursache für eine 
Erblindung im höheren Lebensalter in den westlichen Industrieländern. Besonders in 
Europa und den USA ist eine hohe Anzahl an Menschen von dieser Augenerkrankung 
betroffen (Nowak et al. 2005). Schätzungen zur Folge leiden etwa viereinhalb Millionen 
Menschen alleine in der Bundesrepublik Deutschland an einer AMD (Kokotas et al. 2011; 
Ziemssen et al. 2006). Genauere Erhebungen der Erkranktenzahl gestaltet sich aufgrund 
der spät wahrgenommenen Symptome als schwierig (Coleman et al. 2008). Es werden 
bei der AMD zwei Verlaufsformen unterschieden. Die häufigere Verlaufsform wird als 
trockene AMD bezeichnet und liegt bei 80%- 90% aller AMD-Erkrankten vor. Als 
pathogenetischer Faktor bei der trockenen AMD gilt die Entstehung von Drusen 
zwischen dem RPE und der Bruch`schen Membran. Dies führt zur Atrophie des RPE was 
als letzte Instanz den Untergang der Photorezeptoren zur Folge hat. Trotz intensiver 
Forschung ist es bisher nicht gelungen ein umfassendes Model der 
pathophysiologischen Ursachen zu erstellen. Als mögliche Ursachen werden eine RPE 
Dysfunktion infolge von Umwelteinflüssen oder vererbbaren Zellanomalien; eine 
Akkumulation von intrazellulären Substraten im RPE; eine pathologische Akkumulation 
von extrazellulärem Material am RPE; Veränderungen im Aufbau der Bruch-Membran 
und Veränderungen der Membranpermeabilität der Bruch-Membran diskutiert (Zarbin  
1998). 
 
Die zweite, mit 10% - 20%, seltenere Form der Erkrankung ist die feuchte AMD. Diese 
Form ist allerdings mit 80% - 90% für den Großteil der Erblindungen verantwortlich. 
Hierbei kommt es zum Einwachsen von Blutgefäßen der Aderhaut durch die Bruch`sche 
Membran in den an sich avasculären subretinalen Raum. Folge dieser choroidalen 
Neovaskularisation (CNV) ist ein Verlust der zentralen Sehkraft mit charakteristischen 
Sehstörungen, wie das Wahrnehmen von verzogenen Linien beim Betrachten eines 
Amsler-Netzes (DeWan et al. 2006). Als wichtigster Faktor für die Entstehung der CNV 
konnte der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) identifiziert werden. (Spilsbury 
et al. 2000).  Auch im Rahmen der choroidalen Neovascularisation (CNV) bei der 
altersbedingten Makuladegeneration (AMD) wird der Einsatz einer transpupillären 
Thermotherapie (TTT) beschrieben. Das Ziel der Therapie ist die Verödung von 
Neogefäßen in der Choroidea um einerseits Einblutungen zu stillen, andererseits das 
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Voranschreiten der Neovaskularisation zu stoppen. Aufgrund seiner biophysikalischen 
Eigenschaften hat der Diodenlaser den Vorteil, dass die Laserenergie nur in geringem 
Maße von Hämoglobin absorbiert wird. Dies ermöglicht den Einsatz auch bei bereits 
erfolgten subretinalen Einblutungen (Nowak et al 2012). Allerdings wird der Erfolg der 
Therapie auch bei der CNV kontrovers diskutiert. So wurden zum Einen positive 
Ergebnisse in Bezug auf das Voranschreiten der CNV, sowie den Erhalt des Visus 
veröffentlicht (Reichel et al 1999; Newsom et al 2001; Odergren et al 2008), 
andererseits wurde eine unzureichende Steuerbarkeit der Laserenergie mit hohen 
Komplikationsraten, wie einem Makulainfarkt (Benner et al. 2002) oder Verbrennungen 
der Makula (Bennhamou et al 2004) beschrieben.  
 
 1.9 Fragestellung 
 
Bei vielen Erkrankungen im Auge spielt VEGF eine wichtige Rolle in der 
Pathophysiologie. So konnte VEGF als  pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der 
feuchten Form der AMD mit Bildung von choroidalen Neogefäßen identifiziert werden 
(Spilsbury et al. 2000). Weiterhin konnte ein Anstieg der VEGF Sekretion in Augen mit 
einem uvealen Melanom nachgewiesen werden (Missotten et al. 2006). 
Interessanterweise lag hierbei der VEGF Gehalt in der aufliegenden Retina höher als im 
Tumorgewebe selbst und das retinale Pigmentepithel wurde als Hauptproduzent von 
VEGF ermittelt (Missotten et al. 2006). Beachtenswert ist auch, dass der VEGF Gehalt bei 
therapierten Augen mit Melanomen höher ist, als bei unbehandelten Augen mit 
Melanomen. Eine Therapieoption bei intraokkulären Erkrankungen, bei denen es 
Hinweise einer Beteiligung von VEGF gibt, wie beispielsweise  das uveale Melanom, die 
CNV, das Retinoblastom oder choroidale Hämangiome, ist die TTT. In dieser Studie 
stellten wir uns die Frage, in wieweit Hyperthermie ein toxischer Reiz für RPE-Zellen ist 
und ob es einen Zusammenhang zwischen Höhe der Temperatur, Dauer der 
hyperthermen Stimulation und dem Ausmaß der toxischen Wirkung gibt. Nachdem 
neuere Veröffentlichungen einen Anstieg der VEGF Sekretion bei hyperthermen 
Bedingungen des RPE beschrieben haben (Coassin et al. 2010; Cordeiro 2010), waren 
wir weiterhin  an der Frage interessiert, in wieweit eine hypertherme Behandlung, wie 
sie im Rahmen einer TTT auftritt, die VEGF Sekretion im RPE induzieren kann. Dies 
könnte dann als Hinweis gedeutet werden, in wieweit ein temperaturabhängiger VEGF-
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Anstieg mit den Nebenwirkungen der TTT, wie dem Makulaödem oder der choroidalen 
Neovaskularisation,   in Verbindung stehen. 
In vorangegangenen Studien konnte für verschiedene andere Noxen ein Einfluss von 
MAPK auf die Regulation der VEGF-Sekretion nachgewiesen werden. Daher wollten wir 
Hinweise sammeln, über welche dieser intrazellulären Signalkaskaden eine Hitze-
induzierte  VEGF-Sekretion reguliert wird. Durch Beobachtungen von Cordeiro, in denen 
eine Beteiligung von hitzesensiblen TRPV-Kanälen an der VEGF-Sekretion beschrieben 
wurden (Cordeiro 2010), waren wir daran interessiert genauere temperaturspezifische 
Beobachtungen  zu diesen Kanälen zu erheben. 
In dieser Studie haben wir verschiedene Effekte einer Hyperthermie auf humane RPE 
Zellen analysiert. Hierbei haben wir zum einen die toxische Wirkung der Hyperthermie 
auf die RPE Zellen untersucht, zum anderen haben wir die Effekte der VEGF Sekretion 
und deren zugrunde liegenden Signalkaskaden erforscht. Den Fokus legten wir dabei auf 
MAPK  und TRPV-Kanäle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 24 
2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 1: Verwendete Geräte 
Geräte Bezeichnung Firma Herkunft
Absorptions-Reader ELx800 BioTek Instruments GmbH Bad Friedrichshall
Abzüge Antair BS A. Sternkopf GmbH Lübeck
Abzug Systemlabor Köttermann GmbH & Co. KG Uetze/Hänigsen
Brutschrank Brutschrank Labotect Göttingen
Bio-Imaging-System MF-ChemiBis Biotep® GmbH Jahnsdorf
Falcon-Röhrchen Centrifuge Tubes VWR USA, Pennsylvania
Mini-Protean®
Tetra-cell
Mini-Protean®
Glass Plates
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf AG Hamburg
Magnetrührer Magnetrührer IKA®-Werke GmbH & Co. KG Staufen
Mikroskop Axiovert 100 Zeiss Hennigsdorf
pH-meter Microprocessor pH-Meter Hanna Instruments Deutschland GmbH Kehl
Photometer Spectronic Genesys Thermo Electron Corporation Erlangen
Pinzette Pinzette BD 314 Aesculap AG Tuttlingen
Pipetten Eppendorf Research® Eppendorf AG Hamburg
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgeräte Eberstadt
Reaktionsgefäße Safe-Lock 1,5ml Eppendorf AG Hamburg
Safe-Lock 2ml Eppendorf AG Hamburg
Cryo TubesTM Nunc A/S Dänemark, Roskilde
Schere Schere 545A Hermle Labortechnik GmbH Wehingen
Skalpell Rasierklinge T585 Plano GmbH Wetzlar
Saugpumpen Vacusafe comfort Integra Biosciences AG Schweiz, Zizers
Schüttler Rocking platform VWR USA, Pennsylvania
Semi-Dry Blotter Semi-Dry Blotting System C.B.S.Scientific Company USA, Kalifornien
Streifenwasher ELx50 BioTek Instruments GmbH Bad Friedrichshall
Stromversorgungsgerät Electrophoresis-power-supply Consort nv Belgien, Turnhout
Ultraschallgerät Vibra cell Sonics & Material USA, Connecticut
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries USA, New York
Waage Waage Kern&Sohn GmbH Balingen
Wärmeplatte Typ 12501 Medax GmbH & Co.KG Neumünster
NunclonTM
ΔSurface
Zellschaber Zellschaber Sarstedt AG & Co Nümbrecht 
Zentrifugen Sorvall ST40 Thermo Fisher Scientific Dreieich
Centrifuge 5414 Eppendorf AG Hamburg
Heraeus Fresco 17 Thermo Electron Corporation Erlangen
Zellkulturschalen Nunc A/S Dänemark, Roskilde
Gelkammersystem Bio-Rad Laboratories GmbH München
Glasplatten für Gelelektrophorese Bio-Rad Laboratories GmbH München
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Tabelle 2: Verwendete Chemikalien 
Chemikalien Bezeichnung Firma Herkunft
Ethanol Ethanol 99% Büfa Chemikalien GmbH & Co. KG Hude
APS Ammonium-peroxodisulfat Merck KGaA Darmstadt
DMSO Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
NaCl Natriumchlorid Merck KGaA Darmstadt
 
Tabelle 3: Sonstige verwendete Materialien. 
Sonstige Materialien Bezeichnung Firma Herkunft
Ampuwa®
Spüllösung
BSF Bovine Serum Fetal Linaris Biologische Produkte GmbH Wertheim- Bettingen
DMEM
High Glucose
Chemiluminescent
HRP Substrate
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsäure
Inhibitoren Calbiochem® U0126  Merck KGaA Darmstadt
Calbiochem® SB203580  Merck KGaA Darmstadt
Calbiochem® SP600125  Merck KGaA Darmstadt
Calbiochem® Ruthenium Red  Merck KGaA Darmstadt
nicht essentielle Aminosäuren MEM Non Essential Amino Acids PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
Penicillin/
Streptomycin
Biorad
Proteinassay
Sample buffer 4x SDS Sample Buffer Merck KGaA Darmstadt
Sodium Pyruvat Sodium pyruvate PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
Trypanblau Trypan blue Biochrom AG Berlin
Trypsin Trypsin PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
Trypsin-EDTA Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
VEGF-ELISA KIT Quantikine® R&D Systems Inc. USA, Minneapolis
Aqua bidest Fresenius Kabi Bad Homburg
HEPES PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium-High Glucose     
PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
ECL-Reagenz Millipore Corporation USA, Massachusetts 
Proteinassay Bio-Rad Laboratories GmbH München
Pe/St PAA Laboratories GmbH Pasching, Österreich
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2.2 Zellkultur 
 
In dieser in vitro Studie wurde die Zelllinie ARPE 19, erworben von der American Tissue 
Culture Collection Company, verwendet. Diese Zelllinie entstammt humanen RPE-Zellen 
und weißt weiterhin sowohl die strukturellen, wie auch die physiologischen 
Eigenschaften des humanen RPE auf (Dunn et al 1996). Daher dienen sie als in vitro 
Model für RPE-Zellen. 
 
2.2.1 Kultivierung 
2.2.1.1 Kulturbedingungen 
  
Alle Arbeitsschritte in der Zellkultur wurden unter der Sterilbank  (Antair BS, A. 
Sternkopf GmbH, Lübeck) durchgeführt. Vor der Benutzung erfolgte  die Erwärmung der  
verwendeten Lösungen im Wasserbad auf 37°C.  Die Kultivierung der Zellen erfolgte im 
Brutschrank (Brutschrank, Labotect, Göttingen) bei 37°C und 5% CO2 unter Benutzung 
von Zellkulturschalen (NunclonTM, Nunc A/S, Dänemark) mit den Durchmessern 3 cm 
und 6 cm. Hinzugegeben wurden 2 ml bzw. 3 ml des verwendeten Mediums (Tabelle 4). 
Unter dem Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Hennigsdorf) wurden die Zellen auf 
Konfluenz untersucht. 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung Nährmedium ARPE 19     
Inhaltsstoff Konzentration / Menge 
DMEM High Glucose 500ml 
 Penicilin / Streptomycin - Lösung 1% 
 foetales Kälberserum ( FCS ) 50 ml 
 nicht essentielle Aminosäuren 5 ml   
    
Es fand alle zwei bis drei Tage ein Wechsel des Nährmediums statt. Es wurden Zellen  
bis zur 28. Passage verwendet.  
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2.2.1.2 Vermehrung 
 
Bei Konfluenz der Zellkulturschalen erfolgte eine Vermehrung der Zellen im Verhältnis 
1:4. Zunächst wurde hiefür das Nährmedium mit Hilfe einer Saugpumpe (Vacusafe 
comfort, Integra Biosciences AG) abgesaugt und die Zellen mit  1 ml PBS gewaschen. 
Durch Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA und Inkubation für 5 min bei  37°C im 
Brutschrank lösten sich die Zellen vom Schalenboden ab. Die entstandene 
Zellsuspension wurde  mit 2 ml Nährmedium in ein  15 ml Reaktionsgefäß (Centrifuge 
Tubes, VWR, USA, Pennsylvania) überführt. Nach einer 9 minütigen Zentrifugation bei 
800 U/min (Sorvall ST40, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) und Absaugung des  
Überstandes erfolgte die Resuspension des Zellpellet in 4 ml Nährmedium. 
Je 1 ml dieser Zellsuspension wurde in Zellkulturschalen von 6 cm Durchmesser mit 2 
ml vorgelegtem Nährmedium ausgesät.  Für die Quantifizierung des Zellüberlebens 
durch eine Trypanblau-Vitalfärbung (Kap.2.4.1) wurde die Zellsuspension in 
Zellkulturschalen von 3 cm Durchmesser mit 1 ml vorgelegtem Nährmedium ausgesät. 
 
2.3 Stimulation 
 
2.3.1 Hitzestimulation  
 
Als Stimuli wurden verschiedene Temperaturen von  40° C, 42° C, 45° C  und 50° C für 1 
Minute, 5 Minuten und 15 Minuten verwendet. Hierfür wurde eine Wärmeplatte  auf die 
jeweilige Temperatur vorgeheizt. Um einen sofortigen Stimulationsbeginn garantieren 
zu können, wurden 3 ml Nährmedium parallel in einem Wasserbad auf die gleiche 
Temperatur erwärmt. Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 3 cm wurden für 
die Trypanblau-Vitalfärbung verwendet (Kap.2.4.1). Der Überstand aus diesen 
Zellkulturschalen wurde für die VEGF-ELISA Technik verwendet (Kap. 2.5). Nach 
Absaugung des vorhandenen Nährmediums startete die Stimulationsdauer mit Zugabe 
des erwärmten Nährmediums. Während der Stimulationsdauer befanden sich die 
Kulturschalen auf der vorgeheizten Wärmeplatte. Zum Beenden der Stimulation wurde, 
nach Ablauf der veranschlagten Stimulationszeit, das erhitzte Nährmedium abgesaugt 
und durch 37°C warmes Nährmedium ersetzt. Die Kontrollkultur wurde während des 
Versuches nicht erwärmt und erhielt ausschließlich am Ende des Versuches 1 ml 37°C 
 28 
warmes Nährmedium, nach Entfernen des vorhandenen Mediums. Die Zellen wurden 
bis zur weiteren Bearbeitung für 4 Stunden bzw. 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. 
Nach Ablauf der 4 Stunden wurde bei den  Versuchskulturen, welche für die 
Trypanblau-Vitalzählung  (Kap. 2.4.1) bestimmt waren, das Nährmedium in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße (Standard Reaktionsgefäß 3810X, Eppendorf AG, Hamburg) überführt 
und bei  4°C und 13.000 U/min für 5 min zentrifugiert (Heraeus Fresco 17, Thermo 
Electron Corporation, Erlangen). Der Überstand wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäße 
pipettiert und  für die spätere Durchführung eines VEGF – ELISA (Kap. 2.5) bei   -20°C 
eingefroren.  
Sofern die Trypanblau-Vitalfärbung (Kap.2.4.1) nach 24 Stunden stattfinden sollte 
erhielten die Zellkulturen einen Mediumwechsel nach 4 Stunden und einen Wechsel 20 
Stunden nach Stimulation. Der Überstand von Stunde 20 bis Stunde 24 wurde ebenfalls 
für eine VEGF-ELISA Untersuchung gesammelt und bei -20°C eingefroren. 
 
2.3.2 Hitzestimulation unter Zugabe von Inhibitoren 
 
Als Stimuli wurden Temperaturen von 40°C, 42°C und 45°C verwendet.  Die 
Stimulationsdauer betrug 15 Minuten. 30 Minuten vor Stimulationsbeginn wurden die 
Zellen einer Kulturschale mit den zu untersuchenden Inhibitoren versetzt (10µM 
U0126; 10µM SB203580; 10µM SP600125; 10µM Ruthenium Rot; 20µM Ruthenium 
Rot). Alle verwendeten Inhibitoren wurden im Vorfelde auf ihr Toxizität untersucht. 
Hier zeigte sich für keinen der Inhibitoren ein toxischer Einfluss auf das RPE. Die Tabelle 
5 gibt eine Übersicht über die Inhibitoren und deren zu hemmenden Zielenzyme: 
 
Tabelle 5: Übersicht über die Inhibitoren und deren Wirkorte 
Substanz/Inhibitor Wirkort/Zielenzym   
U0126 ERK 1/2 
 SB203580 p38-MAPK 
 SP600125 JNK 
 Ruthenium Rot TRPV-Kanäle   
 
 
Eine Zellschale wurde ausschließlich mit der geplanten Temperatur stimuliert. Nach 
Vorheizen der Wärmeplatte und Erhitzen des Mediums im Wasserbad auf die zu 
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untersuchende Stimulationstemperatur startete der Versuch mit dem Wechsel des 
vorhandenen Nährmediums durch das erhitzte Nährmedium. Die zu inhibierenden 
Versuchsproben erhielten vor Beginn der Hitzestimulation auf der Wärmeplatte die 
vorgesehenen Konzentrationen der Inhibitoren. Nach Ablauf der 15 minütigen 
Stimulation wurde das erhitzte Nährmedium abgesaugt und durch 37°C warmes 
Nährmedium ersetzt. Die inhibierten Zellkulturen erhielten nach dem Absaugen 
ebenfalls 37°C warmes Medium versetzt mit dem vorgesehenen Inhibitor. Die nicht 
stimulierte Kontrollprobe erhielt ebenfalls einen Wechsel des Nährmediums. Für die 
nächsten vier Stunden inkubierten die Zellen im Brutschrank. Das Nährmedium der 
Kulturschalen für die Trypanblau-Vitalzählung (Kap.2.4.1) wurde in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße abpipettiert und mit 13.000 U/min bei 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. 
Der Überstand wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäßen bei -20°C für die spätere 
Durchführung eines  VEGF – ELISA (Kap. 2.5)  eingefroren.  
 
2.4 Toxizitätstest 
 
2.4.1 Trypanblau-Vitalfärbung 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl überlebender Zellen eignete sich Trypanblau, da 
Trypanblau in vitale Zellen nicht eindringen kann. Hingegen diffundiert Trypanblau 
leicht in den Intrazellulärraum derjenigen Zellen, deren Membranintegrität gestört ist 
und führt so zu einer Blaufärbung der Zellen. Durch diesen Farbunterschied ist es 
möglich vitale Zellen in einem definierten Volumen zu quantifizieren. 
Die verwendeten Versuchsschalen (Kap.2.3.1) und (Kap.2.3.2) von 3 cm Durchmesser  
wurden mit  500 µl Trypsin –EDTA für 5 Minuten inkubiert und das Zellsuspensat 
anschließend in einem mit 1 ml Nährmedium vorgelegten 2ml Reaktionsgefäß für 9 min 
bei 800 U/min zentrifugiert. 
Nach Absaugen des Überstandes wurde das Pellet in 1 ml PBS  resuspendiert. Aus der  
entstandenen Zellsuspension wurden 10 µl in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 10 µl 
Trypanblau vermengt. Im Anschluss wurden 10 µl des Zellsuspensat-Trypanblau-
Gemisches in eine Zählkammer (Neubauer, Marienfeld) pipettiert, um zeitnah die Zahl 
der vitalen Zellen in einem definierten Volumen unter dem Mikroskop (Axiovert 100, 
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Zeiss, Hennigsdorf) zu quantifizieren. Anschließend wurde der prozentuale Anteil der 
überlebenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt. 
 
2.5 Sandwich-ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) 
 
Das Prinzip des ELISA bietet die Möglichkeit sezernierte Proteinmengen  zu 
quantifizieren. Eine mit einem monoklonalen Halte-Antikörper beschichtete Mikrotiter-
Platte bindet spezifisch das gesuchte Protein. Nach Zugabe eines löslichen 
Detektionsantikörpers gegen das gesuchte Protein entsteht ein Antikörper-Protein-
Antikörper-Komplex. Die Quantifizierung der Proteinmenge wird durch ein an den 
Detektionsantikörper gekoppeltes Enzym ermöglicht, dessen Reaktion photometrisch 
messbar ist. Die nachfolgende Abbildung 6 zeigt schematisch das Prinzip eines 
Sandwich-ELISA: 
 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des VEGF-ELISA 
Quelle:  R&D Systems, ELISA Reference Guide & Catalog, Minneapolis, USA, 2012 
 
Schritt 1: Aufbringen der Probe auf die Mikrotiter-
Platte. Bindung an den Halteantikörper.  
 
Schritt 2: Aufbringen des enzymtragenden 
Detektionsantikörpers.  
 
Schritt 3: Hinzugabe des Substrats für den 
Detektionsantikörper mit nachfolgendem 
Farbumschlag. 
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2.5.1 Verwendete Komponenten 
 
Verwendet wurde das ELISA-Kit von R&D Systems GmbH (Quantikine®): 
Human VEGF Immunoassay 
 
Tabelle 6: Antikörper des ELISA   
Fangantikörper (capture antibody ) Maus anti VEGF Antikörper  
  (monoklonal) 
Detektionsantikörper Anti VEGF Antikörper mit 
(detektion antibody) Merrettichperoxidase gekoppelt 
 
 
Tabelle 7: Platten, Lösungen und Puffer für Sandwich-ELISA 
Platte  96 well polystyrene Mikrotiterplatte 
  beschichtet mit Fangantikörper 
VEGF Standard 2000pg rekombinantes humanes VEGF165 
VEGF Conjugate Detektionsantikörper 
Assay Dilutent RD1W   
Calibrator Diluent RD5K   
Wash Buffer Concentrate 25 fach konzentrierte Waschpufferlösung 
Color Reagent A 12,5 ml stabilisiertes Wasserstoffperoxid 
Color Reagent B 12,5 ml stabilisiertes Chromogen 
  (Tetramethylbenzidine) 
Stop Solution 6 ml 2N Schwefelsäure 
 
2.5.2 Vorbereitungen 
 
2.5.2.1 Vorbereitung der Proben  
 
Die eingefrorenen Proben (Kap. 2.3.1);(Kap.2.3.2) wurden aufgetaut und im Verhältnis 
1:3 mit dem ARPE19 DMEM verdünnt (siehe Tabelle 8). Diese Verdünnung der Proben 
war erforderlich, da die VEGF-Konzentrationen der stimulierten ARPE19-Zellen 
ansonsten oberhalb des ELISA-Messbereiches liegen würden: 
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Tabelle 8: Verdünnungsschema Sandwich-ELISA   
Inhaltsstoff Konzentration / Menge 
Versuchsprobe 150µl 
DMEM 450µl 
 
2.5.2.2 Herstellung einer Standardreihe 
 
Hierfür wurde 1 ml RD5K in den VEGF-Standard pipettiert und dieser für 15 min auf 
einem Schüttler geschwenkt, bis sich das Granulat vollständig gelöst hat. 
Währenddessen wurden fünf 1,5 ml Reaktionsgefäße mit je 500 µl RD5K belegt und 
anschließend eine Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 
250 pg/ml, 125 pg/ml und 62,5 pg/ml hergestellt.  Als Leerwert wurde RD5K 
verwendet. 
 
2.5.2.3 Durchführung des Sandwich-ELISAs 
 
In jedes Well wurden 50 µl RD1W aufgetragen. Anschließend wurden 200 µl Leerwert, 
je 200 µl des Standards in aufsteigender Konzentration und je 200 µl aller Proben in 
doppelter Ausführung pipettiert. Nach zweistündiger Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden die Proben aller Wells im Streifenwasher (ELx50, Biotek Instruments GmbH, 
Bad Friedrichshall), durch mehrfaches Spülen mit einem Waschpuffer (siehe Tabelle 9) 
entfernt. 
Tabelle 9: Waschpuffer Sandwich-ELISA     
Inhaltsstoff Konzentration / Menge 
Wash Buffer Concentrate 20 ml 
 Aqua dest. 480 ml   
 
Es folgte das Zufügen von 200 µl VEGF Conjugate und anschließender Inkubation für 
zwei Stunden. Auch das VEGF Conjugate wurde im Streifenwasher entfernt und durch 
200 µl Substrat-Lösung (siehe Tabelle 10) ersetzt. 
 
Tabelle 10: Substrat-Lösung Sandwich-ELISA     
Inhaltsstoff Konzentration / Menge 
Color Reagenz A 11 ml   
Color Reagenz B 11 ml   
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Für die Inkubation mit der Substrat-Lösung wurde die Mikrotiter-Platte für 20 min 
lichtgeschützt gelagert. Die  ablaufende  Enzymreaktion wurde durch Zugabe von  50 µl 
Stop Solution in jedes Well gestoppt. 
Der bis zu diesem Zeitpunkt erfolgte Substratumsatz wurde photometrisch bei 450 nm 
Wellenlänge ermittelt und erlaubte Rückschlüsse auf die vorhandene VEGF-
Konzentration. 
 
2.5.2.4 Auswertung der Messungen 
 
Die photometrisch bestimmten Extinktionen wurden im Absorptions-Reader (ELx800, 
BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall) ermittelt und die VEGF-Konzentrationen 
anhand der Regressionsgeraden der Standardkurve berechnet, welche eine Linearität 
bis 1000 pg/ml aufwies. 
Die so ermittelten VEGF-Konzentrationen wurden im Anschluss daran durch die 
absolute Zellzahl aus der Trypanblau-Vitalzählung (Kap.2.4.1) geteilt. Diese 
Konzentration (VEGF/100 Zellen) wurde dann als prozentualer Wert im Vergleich zur 
Kontrolle angegeben. 
 
2.6 Statistische Auswertung 
 
Jedes Experiment wurde mindestens 3 mal durchgeführt. Die statistische Signifikanz 
wurde mit ANOVA (Statistica) und einem anschließenden Student`s t-test (Excel) 
ermittelt. Hierbei galt ein p-Wert von < 0,05 als signifikant. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Zellüberleben nach Hitzestimulation  
 
Mit Hilfe der Trypanblau-Vitalzählung wurde der Einfluss auf das Zellüberleben bei 
ARPE-19-Zellen durch Stimulation mit verschiedenen Temperaturen für unterschiedlich 
lange Stimulationszeiten untersucht. 
Die Zellen wurden entsprechend dem Kapitel 2.3.1 stimuliert und anschließend wurde, 
wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben, die Anzahl der vitalen Zellen ermittelt. 
 
3.1.1 Stimulation mit 40°C 
 
Eine Hitzestimulation von 40°C zeigte nach 24 Stunden signifikante Ergebnisse nach 1 
minütiger und 5 minütiger Stimulation. Nach 1 minütiger Stimulation waren 92,4% der 
Zellen vital mit einer Standardabweichung von + 4,4%. Dies entspricht einem p < 0,05. 
Nach 5 minütiger Stimulation überlebten 96,9% + 1,3%, mit p < 0,05 und nach 15 
minütiger Erhitzung wurden 93,3% + 13% vitale Zellen gezählt. 
Die Zählungen 4 Stunden nach Hitzestimulation von 40°C ergaben zu allen Messpunkten 
einen signifikanten Zelltod. Bei einer 1 minütigen Stimulation überlebten 63,8% mit 
einer Standartabweichung von + 12,6%. Dies entspricht einem p < 0,001. Nach 5 
minütiger Stimulation überlebten 57,8% + 13,9%, p < 0,001 und nach 15 Minuten 49,9% 
+ 7,3%, p < 0,001 (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Zellüberleben in % bei Stimulation mit 40°C 
ARPE 19 Zellen wurden für 1 min, 5 min oder 15 min auf 40°C erwärmt. Nach 4 Stunden 
und 24 Stunden wurde das Zellüberleben ermittelt. Nach 4 Stunden konnte für alle 
Stimulationszeiten ein signifikanter Zelltod ermittelt werden. Nach 24 Stunden war ein 
signifikanter Zelltod nach 1 Minute und 5 Minuten sichtbar. Die Signifikanz wurde 
mittels ANOVA und einem Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
 
3.1.2 Stimulation mit 42°C 
 
Eine Hitzestimulation von 42°C zeigte nach 24 Stunden bei den Messpunkten 1 Minute 
und 15 Minuten signifikante Ergebnisse. Nach 1 minütiger Stimulation überlebten 
75,3% der Zellen + 11,5%, p < 0,01, nach 5 minütiger Stimulation überlebten 85,2% + 
13.8% und nach 15 minütiger Erhitzung wurden 63,0% + 6,2%, p < 0,001 vitale Zellen 
gezählt. 
Die Zählungen 4 Stunden nach Hitzestimulation von 42°C ergaben wiederum zu allen 
Messpunkten einen signifikanten Zelltod. Bei einer 1 minütigen Stimulation überlebten 
59,7% mit einer Standartabweichung von + 12,1%. Dies entspricht einem p < 0,001. 
Nach 5 minütiger Stimulation überlebten 35,8% + 9,8%, p < 0,001 und nach 15 Minuten 
32,5% + 12%, p < 0,001 (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Zellüberleben in % bei Stimulation mit 42°C 
ARPE 19 Zellen wurden für 1 min, 5 min oder 15 min auf 42°C erwärmt. Nach 4 Stunden 
und 24 Stunden wurde das Zellüberleben ermittelt. Nach 4 Stunden konnte für alle 
Stimulationszeiten ein signifikanter Zelltod ermittelt werden. Nach 24 Stunden war ein 
signifikanter Zelltod nach 1 Minute und 15 Minuten sichtbar. Die Signifikanz wurde 
mittels ANOVA und einem Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
 
 
3.1.3 Stimulation mit 45°C 
 
Eine Hitzestimulation von 45°C zeigte nach 24 Stunden bei den Messungen nach 5 und 
15 Minuten signifikante Ergebnisse. Nach 1 minütiger Stimulation überlebten 77,1 % + 
26,8 %, nach 5 minütiger Stimulation überlebten 5 min 48,1 % + 24 %, p < 0,01 und 
nach 15 minütiger Erhitzung wurden 15 min 45,1 % + 20 %, p < 0,001 vitale Zellen 
gezählt. 
Die Zählungen 4 Stunden nach Hitzestimulation von 45°C ergaben ebenfalls zu allen 
Messpunkten einen signifikanten Zelltod. Bei einer 1 minütigen Stimulation überlebten 
43,9 % mit einer Standartabweichung von + 11,8 %. Dies entspricht einem p < 0,001. 
Nach 5 minütiger Stimulation überlebten 32 % + 8,7 %, p < 0,001 und nach 15 Minuten 
27,3 % + 8,9 %, p < 0,001 (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Zellüberleben in % bei Stimulation mit 45°C 
ARPE 19 Zellen wurden für 1 min, 5 min oder 15 min auf 45°C erwärmt. Nach 4 Stunden 
und 24 Stunden wurde das Zellüberleben ermittelt. Nach 4 Stunden konnte für alle 
Stimulationszeiten ein signifikanter Zelltod ermittelt werden. Nach 24 Stunden war ein 
signifikanter Zelltod nach 5 Minuten und 15 Minuten sichtbar. Die Signifikanz wurde 
mittels ANOVA und einem Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
 
3.1.4 Stimulation mit 50°C 
 
Bei einer Temperatureinwirkung von 50°C reagierten die ARPE-19 Zellen am 
empfindlichsten. Der Zelltod konnte sowohl nach 4 Stunden, sowie nach 24 Stunden zu 
allen Messpunkten signifikant nachgewiesen werden. 
Die Zählungen ergaben nach 24 Stunden bei 1 minütiger Stimulation einen Zellrückgang 
auf 1 min 54,7 % mit einer Standartabweichung von + 29,8 %, p < 0,01. Nach 5 Minuten 
ging die Zellpopulation auf 17,3 % + 18,2 %, p < 0,001 zurück. Nach 15 Minuten konnten 
nur noch 7,7 % + 9,9 %; p < 0,001 gezählt werden. Die Zählungen 4 Stunden nach 
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Hitzestimulation von 50°C ergaben ebenfalls zu allen Messpunkten einen signifikanten 
Zelltod. Bei einer 1 minütigen Stimulation überlebten 21,76 % mit einer 
Standartabweichung von + 9,6 %. Dies entspricht einem p < 0,001. Nach 5 minütiger 
Stimulation überlebten 3,13 % + 0,9 %, p < 0,001 und nach 15 Minuten 1,99 % + 1 %, p < 
0,001 (Abbildung 10). 
 
 
 
Abbildung 10: Zellüberleben in % bei Stimulation mit 50°C 
ARPE 19 Zellen wurden für 1 min, 5 min oder 15 min auf 50°C erwärmt. Nach 4 Stunden 
und 24 Stunden wurde das Zellüberleben ermittelt. Nach 4 Stunden konnte für alle 
Stimulationszeiten ein signifikanter Zelltod ermittelt werden. Nach 24 Stunden war ein 
signifikanter Zelltod ebenfalls für alle Stimulationszeiten sichtbar. Die Signifikanz wurde 
mittels ANOVA und einem Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
 
 
3.2 VEGF-Sekretion nach Hitzestimulation 
 
Durch einen enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) wurde die Reaktion der 
ARPE-19 Zellen auf die durchgeführte Hitzestimulation in Bezug auf die VEGF-Sekretion 
4 Stunden und 24 Stunden nach Stimulation untersucht.  
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Die zu untersuchenden Probenüberstände wurden, wie in Kapitel 2.3.1 erläutert, 
asserviert und nach dem Protokoll in Kapitel 2.5 ausgewertet.  
 
3.2.1 Vier Stunden nach Stimulation 
 
Eine Inkubation der Zellen bei 40°C für 1 Minute, 5 Minuten und 15 Minuten ließ nach 4 
Stunden einen VEGF Anstieg pro Zelle im Überstand beobachten, welcher allerdings 
lediglich nach 15 Minuten eine Signifikanz erreichte. Eine 1 minütige Stimulation ergab 
eine VEGF-Sekretion von 99,44 %  + 9,7 %; nach 5 Minuten stieg die Sekretion auf 
144,92 % + 54,5 %; nach 15 Minuten wurde ein Anstieg auf 176,2% + 48,2% mit einer 
Signifikanz von p < 0,05 ermittelt.  
Bei einer Temperatur von 42°C konnte eine signifikante Induktion der VEGF Sekretion 
für alle Zeitpunkte nach 4 Stunden ermittelt werden. Der Anstieg nach 1 Minute betrug 
129,1 % + 23,4 %. Dies entspricht einer Signifikanz von p < 0,05. Nach 5 Minuten 
erreichte die VEGF Sekretion Werte von 240,59 % + 156,6 %, p < 0,05. Nach 15 
minütiger Stimulation stieg die VEGF Sekretion auf 314,7% + 122,4 % p < 0,01. 
Eine Stimulation mit 45°C fielen die Ergebnisse noch deutlicher aus. Es konnte eine 
signifikante VEGF Induktion zu allen Messpunkten nach 4 Stunden erreicht werden. Eine 
1 minütige Stimulation ergab eine VEGF-Sekretion von 418,54 % + 98,8 % p < 0,01; nach 
5 Minuten stieg die Sekretion auf 522,78 % + 210,77 % p < 0,05; nach 15 Minuten wurde 
ein Anstieg auf 629,1 % + 208,89 %  p < 0,01 ermittelt. 
Aufgrund des Zelltodes bei 50°C wurden keine ELISA Untersuchungen für diese 
Temperatur durchgeführt (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: VEGF Sekretion 4 Stunden nach Stimulation 
ARPE-19 Zellen wurden für 1 Minute, 5 Minuten oder 15 Minuten mit 40°C, 42°C oder 
45°C inkubiert und der Überstand nach 4 Stunden mittels VEGF-ELISA untersucht. Es 
zeigt sich ein signifikanter, zeit- und temperaturabhängiger Anstieg der VEGF-
Konzentration in %/Zelle. Die Signifikanz wurde mittels ANOVA und einem Student`s t-
test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
 
 
3.2.2 24 Stunden nach Stimulation 
 
Eine Inkubation der Zellen bei 40°C für 1 Minute, 5 Minuten und 15 Minuten ließ nach 
24 Stunden ebenfalls einen signifikanten VEGF Anstieg pro Zelle im Überstand 
beobachten. Eine 1 minütige Stimulation ergab eine VEGF-Sekretion von 127,23 %  + 
30,36 % mit einem p < 0,05; nach 5 Minuten stieg die Sekretion auf 132,16 % + 28,75 % 
mit einem p < 0,05; nach 15 Minuten wurde ein Anstieg auf 134 % + 26,86 % ermittelt. 
Dies entspricht einem p < 0,01. 
Bei einer Temperatur von 42°C konnte eine signifikante Induktion der VEGF Sekretion 
für die Zeitpunkte 5 Minuten und 15 Minuten nach 24 Stunden ermittelt werden. Der 
Anstieg nach 1 Minute betrug 103,79 % + 22,34 %. Nach 5 Minuten erreichte die VEGF 
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Sekretion Werte von 117,70 % + 21,71 %,  p < 0,05. Nach 15 minütiger Stimulation stieg 
die VEGF Sekretion auf 145,61 % + 29,1 % p < 0,01. 
Eine Stimulation mit 45°C fielen die Ergebnisse weiterhin deutlich aus. Es konnte eine 
signifikante VEGF Induktion zu allen Messpunkten nach 24 Stunden erreicht werden. 
Eine 1 minütige Stimulation ergab eine VEGF-Sekretion von 154,89 % + 60,07 % p < 
0,05; nach 5 Minuten stieg die Sekretion auf 173,18% + 53,07% p < 0,01; nach 15 
Minuten wurde ein Anstieg auf 207,46% + 72,01%  p < 0,01 ermittelt (Abbildung 12). 
 
 
 
Abbildung 12: VEGF Sekretion 24 Stunden nach Stimulation 
ARPE-19 Zellen wurden für 1 Minute, 5 Minuten oder 15 Minuten mit 40°C, 42°C oder 
45°C inkubiert und der Überstand nach 20 Stunden ausgetauscht, anschließend wurde 
für weitere 4 Stunden (20-24 Stunden nach Stimulation) inkubiert. Dieser Überstand 
wurde dann mittels VEGF-ELISA untersucht. Es zeigt sich ein signifikanter, zeit- und 
temperaturabhängiger Anstieg der VEGF-Konzentration in %/Zelle. Die Signifikanz 
wurde mittels ANOVA und einem Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
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3.3 Zugrundeliegende Signalkaskaden der VEGF-Sekretion 
 
3.3.1 MAPK 
 
Vorherige Studien konnten eine Rolle der MAPK ERK1/2 bei der Induktion von VEGF 
unter oxidativem Stress zeigen, allerdings nicht für die konstitutive VEGF-Regulation. 
Die MAPK p38 dagegen ist in die konstitutive Regulation der VEGF-Sekretion involviert 
(Klettner et Roider 2009, Kunchithapautam et al 2011). In dieser Studie haben wir den 
Einfluss der einzelnen MAPK ERK1/2, p38 und JNK auf die VEGF-Sekretion nach 15 
minütiger Hitzestimulation bei verschiedenen Temperaturen untersucht. 
Bei einer Temperatur von 40°C gab es keinen signifikanten Abfall durch die Inhibition 
der MAPK p38, JNK oder ERK1/2 im Vergleich zu einer nicht inhibierten Kontrollkultur 
(15 min 168 % + 19,7 % p < 0,01; ERK1/2 148,6 % + 24,9 %; p38 147,3 % + 11,5 %, JNK 
155,7 % + 19,7 %). 
Eine Inkubation von 42°C für 15 Minuten führte zu einem signifikanten VEGF-Anstieg, 
welcher durch Inhibition der MAPK p38 und JNK signifikant reduziert werden konnte 
(15 min 160,0% + 23,5%, p < 0,01; ERK1/2 129,0% + 34,6%; p38 103,3% + 31,2%, p < 
0,01; JNK 112,7% + 26,8 %, p < 0,05). 
Bei 45°C ist eine starke Induktion der VEGF-Sekretion zu beobachten, welche signifikant 
durch die Inhibition von p38 reduziert werden konnte (15 min 267% + 112,3%, p < 
0,01; ERK1/2 155,2% + 46,7%; p38 128,8% + 41,7% p < 0,05; JNK 177,6% + 40,2%) 
(Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Inhibition der VEGF Sekretion durch MAPK 
ARPE-19 Zellen wurden für 15 Minuten mit 40°C, 42°C oder 45°C stimuliert und mit 
spezifischen Inhibitoren versetzt. (U: 10µM U0126 Inhibition von ERK 1/2 ; SB: 10µM 
SB203580 Inhibition von p38 ; SP: 10µM SP600125 Inhibition von JNK). Der Überstand 
wurde nach 4 Stunden mittels VEGF-ELISA untersucht. Es zeigt sich ein signifikant 
geringere VEGF Sekretion bei Inhibition der MAPK p38 für 42°C und 45°C, sowie bei 
Inhibition der MAPK JNK für 42°C. Die Signifikanz wurde mittels ANOVA und einem 
Student`s t-test (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
  
 
3.3.2 TRPV 
 
Ruthenium Rot ist ein nicht kompetetiver Inhibitor von TRPV-Kanälen (García-Martínez 
C. et al. 2000), welche eine Rolle in der Temperatur vermittelten Hochregulation von 
VEGF im RPE inne zu haben scheinen (Cordeiro et al 2010). 
In unserer Studie zeigte sich ein signifikanter VEGF Anstieg nach 15 minütiger 
Inkubation auf 40°C, welcher durch Ruthenium Rot, sowohl in 10 µM (R10 µM) als auch 
in 20 µM (R20 µM) Konzentration signifikant reduziert werden konnte (15 min 155,1% 
+ 15,2%, p < 0,05; R10 µM 116% + 5,5%  p < 0,05; R20 µM 107% + 4,8%, p < 0,01). 
Bei einer Stimulation von 15 Minuten auf 42°C kann ein VEGF-Anstieg durch Ruthenium 
Rot in 10 µM und 20 µM Konzentration zwar tendenziell reduziert werden, allerdings 
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wurde eine statistische Signifikanz hierbei nicht mehr erreicht (15 min 174,4% + 16,8 
%, p < 0,05, R10 137,8 % + 18,3 %, R20 123,6 % + 33,6 %). 
Bei einer Temperatur von 45°C und 15 Minuten konnte ein erheblicher Anstieg der 
VEGF-Konzentration beobachtet werden, welcher durch keine der beiden 
Konzentrationen von Ruthenium Rot signifikant gesenkt werden konnte (15 min 
299,4% + 82,7% p < 0,01; R10 µM 237,7% + 96,5%; R20 µM 224,5% + 110%) 
(Abbildung 14). 
 
 
 
Abbildung 14: Inhibition der VEGF Sekretion durch Hemmung der TRPV-Kanäle 
 
ARPE-19 Zellen wurden für 15 Minuten mit 40°C, 42°C oder 45°C stimuliert und mit 
einem spezifischen Inhibitor der TRPV Kanäle in zwei unterschiedlichen 
Konzentrationen versetzt (R10µM: 10 µM Ruthenium Rot ; R20µM: 20 µM Ruthenium 
Rot). 
 Der Überstand wurde nach 4 Stunden mittels VEGF-ELISA untersucht. Es zeigt sich eine 
signifikant geringere VEGF Sekretion bei Inhibition der TRPV-Kanäle für 40°C. Die 
Signifikanz wurde mittels ANOVA und einem Student`s t-test  (Excel) ermittelt. 
* : p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 verglichen zur unstimulierten Kontrolle. 
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4 Diskussion 
 
Eine Erwärmung der Retina auf 40°C bis 50°C hat tiefgreifende Wirkungen auf das 
retinale Pigmentepithel. In dieser Studie konnte eine eindeutige zytotoxische Wirkung 
durch Hyperthermie nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen bestätigen die 
derzeitigen Zielsetzungen bei der klinischen Anwendung von Hyperthermie, z.B. im 
Rahmen einer transpupillären Thermotherapie, das bestrahlte Gewebe in den Zelltod zu 
führen (Journée et al 1991). Interessanterweise trat die zytotoxische Wirkung bereits 
bei geringen Temperaturanstiegen bis 40°C auf. Diese Beobachtungen unterstreichen 
die Bedeutung einer gut funktionierenden choroidalen Kühlung in Bezug auf die retinale 
Homöostase  (Nickla et al 2010). Ob nun allerdings aufgrund von mangelnder 
choroidaler Durchblutung im Rahmen von pathologischen oder altersabhängigen 
Veränderungen der Choroidea ein verlängerter Temperaturanstieg in der Retina 
entsteht, was gegebenenfalls retinale Degenerationen auslösen und die  Entstehung von 
retinalen Erkrankungen begünstigen könnte, bleibt spekulativ und sollte durch weitere 
Forschung objektiviert werden. 
Um die Effekte des RPE`s auf Hitzestimulation zu untersuchen, wurde eine in vitro 
Modellversuchsreihe durchgeführt. Hierfür eignete sich die humane, nicht 
transformierte Zelllinie ARPE 19, welche von adulten humanen RPE Zellen abstammt 
und  weithin als in vitro Modell für humane RPE Zellen Verwendung findet (Dunn et al 
1996;  Zeng et al 2013; Yokojama et al 2012). Als anerkannte Zelllinie wird ARPE 19 für 
viele biochemische Studien, sowie für Untersuchungen der Signaltransduktion 
herangezogen (Ahmado et al 2011; Alge et al 2006). Bei der Interpretation der 
erhobenen Daten gilt es allerdings zu beachten, dass Unterschiede zwischen der Zelllinie 
und primären RPE Zellen existieren. Bei Analysen zur Protein- und Genexpression 
konnte in der Tat gezeigt werden, dass die Expressionsmuster der ARPE 19 Zellen von 
primären RPE Zellen abweichen (Alge et al 2006; Cai et Del Priore 2006; Tian et al 
2005). Dennoch zeigten die Proteinanalysen eine hohe Übereinstimmung beider 
Zellreihen, in denen die Unterschiede größtenteils in Proteinen des Zytoskelets zu 
finden waren. Es konnten keine Unterschiede in Angiogenese und Apoptose assoizierten 
Proteinen nachgewiesen werden (Alge et al 2006). Für alle in dieser Studie untersuchten 
Proteine bestehen keine Unterschiede der Genexpression. ARPE 19 Zellen sind bereits in 
mehreren Studien zur Untersuchung der VEGF Expression (Ford et al 2011; Bergmann  
et al 2011), sowie für die Funktionsweisen der MAPK etabliert worden (Bai et al 2013; 
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Watanabe et al 2009; Chen et al 2011). Somit gilt die Zelllinie ARPE 19 als angemessenes 
Model zur Untersuchung der Regulationweisen der VEGF Sekretion, wohlwissend der 
limitierenten Aussagekraft bei der Benutzung von Zelllinien. 
Bei einer transpupillären Thermotherapie werden durch das mydriatische Auge 
Laserstrahlen im Infrarotbereich (810 nm) mittels Diodenlaser appliziert. Hierdurch soll 
in dem bestrahlten Areal eine Hyperthermie von 45°C-65°C entstehen, was zu 
irreversiblen Zellschäden und nachfolgend zur Apoptose der bestrahlten Zellen führen 
soll (siehe Kap. 1.8.1). In der ophthalmologischen Klinik wird die TTT-Behandlung 
heutzutage als therapeutische Option bei verschiedenen Erkrankungen der Retina 
genutzt. So wurden Behandlungen beim uvealen Melanom (Oosterhuis et al 1995), bei 
der choroidalen Neovaskularisation (CNV), bei der alterbedingten Makuladegeneration 
(AMD) (Nowak et al 2012; Söderberg et al 2012), der Frühgeborenenretinopathie (ROP) 
(Shah et al 2011), dem Retinoblastom (Francis et al 2012), bei subretinal fluids (Caminal 
et al 2013) und dem choroidalen Hämangiom (Sharma et al 2011) beschrieben. 
Als effektive Zieltemperatur bei einer TTT-Behandlung wird in der Literatur ein Bereich 
von 45°C – 60°C vorgeschlagen (Oosterhuis et al 1995). Allerdings existieren keine 
Messungen der Temperatur an der humanen Retina während einer solchen Therapie. 
Eine Studie an Kaninchen ermittelte Temperaturen zwischen 42,3°C und 48,8°C 
während einer TTT (Ibarra et al 2004). Aus diesem Grunde wurde ein zu 
untersuchender Temperaturbereich zwischen 40°C und 50°C festgelegt. Dies entspricht 
dem unteren Bereich der von Oosterhuis vorgeschlagenen Zieltemperatur (Oosterhuis 
et al 1995) und überschneidet sich mit den im Tierversuch gemessenen Temperaturen 
(Ibarra et al 2004). Da sich während der Versuchsreihen herausstellte, dass eine 
Hitzestimulation mit 50°C zu einem erheblichen Zelltod führt,  wurde davon abgesehen 
diese Temperatur für die weiteren Versuche einzubeziehen. Schlussfolgernd erschien 
ein Messbereich zwischen 40°C-45°C für die Beurteilung der Effekte des RPE auf eine 
Hitzestimulation als angemessen. 
In der Literatur werden verschiedene Bestrahlungszeiten für eine TTT Behandlung 
empfohlen. Es werden Behandlungszeiten bis zu einer Minute (Currie et al 2000), aber 
auch Expositionszeiten von 8-35 Minuten publiziert (Stoffelns 2006). In diesen 
Versuchsreihen wurden Stimulationszeiten von 1 Minute, 5 Minuten und 15 Minuten 
gewählt. Mit diesem Zellkultur-Model wurde unter artifiziellen und konstruierten 
Bedingungen die Hitze induzierten Veränderungen des RPE, wie sie während einer TTT 
auftreten könnten, in einem in vitro Model nachgestellt.  
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Eine zelluläre Erhitzung ist für kultivierte RPE Zellen eindeutig ein toxischer Stimulus, in 
Abhängigkeit von der einwirkenden Temperatur und der Stimulationsdauer. In den hier 
durchgeführten Versuchen wurde sicher gestellt, dass die Zellen während des 
kompletten Versuchszeitraumes der gewählten Temperatur ausgesetzt wurden. Hier 
unterscheidet sich das gewählte in vitro Model von der in vivo Situation im Auge, denn 
dort würde das RPE durch den ständigen Blutstrom der Choroidea gekühlt werden 
(Parver et al 1980). Ebenfalls besteht ein Unterschied zu den Versuchsreihen von 
Cordeiro, da hier die Hitzeexposition nur für ein kurzen Zeitraum auf das RPE 
eingewirkt hat (Cordeiro et al 2010).  
 
4.1 Temperaturabhängiger Anstieg  der VEGF-Sekretion 
 
Im Rahmen dieser Studie konnte ein temperaturabhängiger Anstieg der VEGF Sekretion 
in den stimulierten ARPE-19 Zellen nachgewiesen werden. Ähnliche Beobachtungen 
wurden bereits in der Literatur beschrieben (Cordeiro et al 2010). Bisher nicht sicher 
geklärt bleibt die Frage, inwieweit dieser Anstieg eine spezifische Reaktion der RPE-
Zellen auf den Stimulus Hyperthermie ist, oder ob dieser Anstieg als eine unspezifische 
Stressreaktion aufgrund des hohen Zellschadenspotentials zu deuten ist.  
Im Rahmen der hyperthermen Stimulation bestand die theoretische Möglichkeit durch 
die toxische Wirkung mit nachfolgenden Zelllysaten falsch hohe VEGF-Konzentrationen 
im Medium zu messen. Wäre dies der Fall könnten keine validen Aussagen zur 
spezifischen Sekretion getroffen werden. Um diesen Faktor zu minimieren erfolgte eine 
zweite Versuchsreihe. Hier wurden nach identischer Stimulation die Überstände der 
stimulierten Zellen zwischen der 20. und 24. Stunde nach Stimulation untersucht. 
Hintergrund hierfür war, dass nach diesem Zeitraum nach Hitzestimulation nicht mehr 
von hohen Zelllyseraten ausgegangen werden kann und so der untersuchte Überstand 
nahezu frei von verfälschenden VEGF-Werten durch Lysen  sein sollte. Diese These wird 
durch den erneuten Wiederanstieg an vitalen Zellen in der Trypanblaufärbung 
bekräftigt (Kapitel 2.4.1). 
Weiterhin konnte eine Induktion der VEGF Expression in den RPE Zellen nachgewiesen 
werden (Faby et al 2014). Das bedeutet, dass durch den Stimulus Hyperthermie eine 
erhöhte Synthese von VEGF induziert wird. Diese Ergebnisse zeigen im Western Blot 
eindeutig einen Zelllyse- unabhängigen VEGF Anstieg. Zusätzlich sei vorab erwähnt, dass 
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sich die intrazelluläre Signalkaskade nach hyperthermer Stimulation klar von den 
Kaskaden anderer Stress induzierter VEGF Erhöhungen unterscheidet (siehe Kapitel 
4.2.1-4.2.3). Somit zeigen sich in dieser Studie klare Indizien für eine spezifische VEGF 
Regulation durch hypertherme Stimulation. 
 
 
4.2  Regulationsmechanismen der  VEGF-Synthese  im RPE 
 
Die Regulation der VEGF Synthese im RPE ist komplex und kann über eine Vielzahl von 
extrazellulären Stimuli beeinflusst werden. Hierzu zählen unter anderem Hypoxie, 
Hyperglykämie, Hyperthermie, oxydativer Stress, sowie verschiedene Cytokine. Eine 
Stimulation führt zur Aktivierung unterschiedlicher intrazellulärer Signalkaskaden. 
Schlüsselenzyme dieser Kaskaden sind die MAPK. In Abhängigkeit vom jeweiligen 
Stimulus erfolgt die Aktivierung einer anderen Kaskade, welche über unterschiedliche 
Zielenzyme die VEGF Synthese steuern. Die Entstehung von VEGF im RPE kann auf 
Ebene der Transkription, der Translation, sowie posttranslational beeinflusst werden. 
Die genauen Zusammenhänge sind derzeit noch unzureichend erforscht. Hier bedarf es 
noch weiterer Untersuchungen, um die intrazellulären Kaskaden für jede Noxe besser zu 
verstehen. Ebenfalls konnte eine autokrine Stimulation durch extrazelluläres VEGF im 
Sinne eines positiven Feedback-Loops nachgewiesen werden. Dies erfolgt über den 
VEGFR-2 (Byeon et al, 2010; Klettner et al 2013). 
 
4.2.1 Einfluss von p38 auf die VEGF-Synthese im RPE 
 
VEGF hat eine Schlüsselposition bei der Aufrechterhaltung einer physiologischen 
Homöostase in der Retina. Das RPE ist der Hauptbildungsort des VEGF in der Retina. 
Nach heutigem Stand der Forschung ist die MAPK p38 an der Regulierung der 
physiologischen VEGF-Sekretion beteiligt (Klettner et Roider 2009; Klettner et al 2013). 
Einen weiteren Einfluss der MAPK p38 auf die VEGF-Sekretion wurde im Rahmen der 
zellulären Inflammation beschrieben. Die zelluläre Inflammation  ist eine 
Gemeinsamkeit bei retinalen Pathologien und löst in der Endstrecke eine 
Neovaskularisation, sowie eine zelluläre Leckage aus (Caldwell et al 2010). Es gibt eine 
Reihe von inflammatorischen Cytokinen, unter anderem TNF- α, IL-1ß, IFN-γ oder TGF-
ß, welche eine VEGF Sekretion im humanen RPE induzieren können. Diese erhöhte 
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Sekretion verläuft unabhängig von den Transkriptionsfaktoren HIF-1, SP-1, SP-3 und 
STAT3. Ein Einfluss konnte für NFkB gesehen werden (Nagineni et al 2012). Für das  
Cytokin TGF-ß, welches ebenfalls eine vermehrte VEGF Synthese induziert (Darland et al 
2003, Amadio et al 2010, Nagineni et al 2003), konnte im RPE die Abhängigkeit von den 
MAPK p38 und ERK 1/2 nachgewiesen werden (Nagineni et al 2003). Ein weiterer 
pathologischer Stimulus, welcher p38 und ERK 1/2 abhängig, eine Induktion der VEGF-
Sekretion auslöst sind oxidierte Lipoproteine (Yin et al. 2011). 
In dieser Studie konnte nun eine eindeutige zeit- und temperaturabhängige Induktion 
der VEGF Sekretion unter hyperthermen Bedingungen gezeigt werden. Es konnte für 
42°C und 45°C eine Beteiligung der MAPK p38 an der Regulation nachgewiesen werden.  
 
4.2.2 Einfluss von ERK 1/2  auf die VEGF-Synthese im RPE 
 
Für die MAPK ERK 1/2 konnte eine Beteiligung an der Induktion von VEGF bei 
verschiedenen pathologischen Stimuli nachgewiesen werden. Die MAPK ERK 1/2 kann 
über verschiedene intrazelluläre Wege Einfluss auf die VEGF-Synthese nehmen. So 
konnte z.B. für die Aktivität der Transkriptionsfaktoren Sp1/Sp3  in mehreren Studien 
eine entscheidende Regulation über die MAPK ERK 1/2 gesehen werden. (Milanini-
Mongiat et al 2002; Pagès 2007). Im Rahmen einer Hypoxie erfolgt die Hochregulation 
der VEGF Expression über mehrere Wege. Zum Einen bindet der Transkriptionsfaktor 
HIF-1α als Heterodimer mit HIF-1β an das hypoxia responsive element (HRE) in der 
Promotorregion des VEGF-Gens und initiiert eine vermehrte Transkription der VEGF 
DNA (Forsythe et al 1996; Schofield et Ratcliffe 2004; Wang et Semenza 1995). 
Durch Phosphorylierung von HIF-1α durch  ERK 1/2 kann die Transkriptionsaktivität 
noch weiter gesteigert werden (Richard et al, 1999). Unter normoxischen Bedingungen 
ist HIF-1α an das von Hippel-Lindau tumor suppressor protein (VHL) gebunden, was zu 
einem zügigen Abbau des Enzyms durch Proteasomen führt und somit eine vermehrte 
Transkription verhindert ( Mole et al, 2001). 
Die Folge einer systemischen Hyperglykämie im Rahmen eines Diabetes mellitus ist 
unter anderem die Entstehung von advanced glycation end products (AGE). AGE 
induzieren im RPE eine VEGF Expression. Intrazellulär wird diese Induktion, ERK1/2 
und JNK vermittelt, über die im vorherigen Absatz bereits beschriebene HIF-1 Kaskade 
gesteuert. Die MAPK p38 hat keinen Einfluss auf die VEGF Expression bei 
Hyperglykämie (Lu et al 1998; Treins et al 2001). Ein weiterer pathologischer Stimulus 
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ist oxidativer Stress. Oxidativer Stress ist an einer Vielfalt von retinalen Erkrankungen 
wie der diabetischen Retinopathie (Madsen-Bouterse et al 2008), der AMD (Ding et al 
2009) oder der Retinopathy of Prematurity (ROP) (Hartnett 2010) beteiligt. Im RPE 
führt oxidativer Stress zu Hochregulation von VEGF (Klettner et Roider 2009, Kannan et 
al 2006). Es konnte bisher die Beteiligung von unterschiedlichen MAPK nachgewiesen 
werden. Unter oxidativem Stress erfolgt die Hochregulation der VEGF Expression 
lediglich über die ERK1/2 vermittelte Signalkaskade (Klettner et Roider 2009). 
Weiterhin erfolgt unter oxidativem Stress eine Phosphorylierung des VEGFR-2. 
Hierdurch wird die Wirkung des autokrinen VEGF-Feedback-loops noch weiter erhöht 
(Sreekumar et al 2006). 
Interessanterweise ergaben die Daten dieser Studie keinen Einfluss der MAPK ERK1/2 
auf die Regulation der VEGF Sekretion im Rahmen einer hyperthermen Stimulation.  
 
4.2.3 Einfluss von JNK  auf die VEGF-Synthese im RPE 
 
Die MAPK JNK hat im Rahmen verschiedener pathologischer Stimuli Einfluss auf die 
VEGF-Synthese. So erfolgt unter hypoxischen Bedingungen eine JNK vermittelte 
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor c-Jun. Hierdurch aktiviert, bindet Phospho-
c-Jun an die Promotor-Region des VEGF-Gens und die VEGF Transkription wird 
induziert (Guma et al 2009). Wie bereits im Kapitel 4.2.1 erwähnt hat JNK weiterhin 
stimulierenden Einfluss auf die HIF-1 Kaskade, was bei Vorhandensein von AGE`s im 
Rahmen einer Hyperglykämie ebenfalls eine Induktion der VEGF-Expression induziert. 
(Lu et al 1998; Treins et al 2001). Weiterhin hat die MAPK JNK Einfluss auf die VEGF 
Sekretion bei Vorhandensein oxidierer Lipoproteine (Yin et al 2011). 
Bei hyperthermer Stimulation haben die Daten dieser Studie eine geringe Beteiligung 
der MAPK JNK an der Induktion der VEGF Sekretion bei 42°C nachgewiesen. Diese wird 
allerdings zu einem größeren Maße über die MAPK p38 reguliert, ohne Einfluss der 
MAPK ERK 1/2. 
 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass spezifisch für jede Noxe die Regulation 
der VEGF Sekretion über eine Vielzahl an MAPK abhängigen  Signalkaskaden gesteuert 
wird. Somit lässt sich eine generelle Aussage zur Regulation bei pathologischer 
Stimulation nicht treffen und muss für jede Noxe im Einzelnen untersucht werden. 
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Die Abbildung 15 zeigt stark vereinfacht  den Noxen spezifischen Einfluss der MAPK auf 
die VEGF Expression.  
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Abbildung 15: schematische Darstellung des Noxen spezifischen Einflußes der 
MAPK auf die VEGF-Expression 
IGF-1: Insulin like growth faktor-1; TGF-ß: Transforming growth faktor- ß; ERK 1/2: 
extrazellulär signal-regulierte Kinasen; JNK: c-Jun N-terminale Kinasen; p38: p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase; HIF-1a: Hypoxia-inducible factor 1-alpha; HIF-1ß: 
Hypoxia-inducible factor 1-beta; HRE: hypoxia responsive element; Ox-LDL: oxidized low-
density-lipoprotein; SP-1: specificity protein 1; ET2F: Zellzyklus regulierenden Faktor; 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; VEGFR-2: Vascular Endothel Growth Factor 
Rezeptor-2 
 
4.3 Einfluss  der TRPV-Kanäle auf die VEGF-Sekretion im RPE 
 
Eine kürzlich erschienene Veröffentlichung beschrieb TRPV Kanäle, welche als Reaktion 
auf Hitze oder durch Stimulation mit  IGF-1 in der Lage waren die VEGF-Sekretion zu 
induzieren (Cordeiro 2010). Hierfür wurden TRPV2-Kanäle mit einer 
Aktivierungsschwelle bei 52°C auswindig gemacht ( Vay et al 2012).  
Im Rahmen unserer Versuche zeigte sich eine TRPV-Kanal vermittelte VEGF-Induktion 
durch Hitzeexposition nur bei geringen Temperaturerhöhungen (40°C). Für höhere 
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Temperaturen (42°C-45°C) konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet werden. Da die 
Temperaturen, in den durchgeführten Versuchen, die Aktivierungsschwelle von 52°C 
nicht erreichten, erfolgte wahrscheinlich keine Aktivierung der TRPV2-Kanäle und somit 
konnte folglich kein Einfluss auf die VEGF Sekretion gesehen werden. Da der 
Aktivitätsbereich der TRPV3-Kanäle bei  32°C bis 39°C liegt, scheinen die beobachteten 
Effekte bei niedrigeren Temperaturen bis 40°C am ehesten über TRPV3-Kanäle 
vermittelt zu werden.  
 
4.4 Möglicher Zusammenhang zwischen hyperthermer VEGF-
Hochregulation und pathologischen retinalen 
Veränderungen 
 
VEGF ist ein wichtiger protektiver Faktor für die Zellen der Retina und der Choroidea, 
inklusive des Endothels, dem RPE, den retinalen Ganglienzellen, den Photorezeptoren 
und den Müller`schen-Zellen (Saint-Geniez et al 2009; Byeon et al 2010; Saint-Geniez et 
al 2008; Kurihara et al 2012; El-Remessy et al 2005; Kilic et l 2006). Eine Hochregulation 
von VEGF bei schädigender hyperthermer Stimulation könnte als protektive Antwort 
des RPE verstanden werden. Allerdings ist VEGF ein entscheidender Faktor bei der 
Entstehung von okulären Erkrankungen, insbesondere beim Makulaödem, bei der 
choroidalen Neovaskularisation und der Frühgeborenenretinopathie (Miller et al 2003; 
Scholl et al. 2010; Tolentino et al 2009). Diskutiert wird VEGF auch als Faktor bei der 
Entstehung von Mikrometastasen beim uvealen Melanom (Yang et al 2010). 
Kritisch anzumerken ist, dass die Daten dieser Studie mit Zellkulturen unter 
konstruierten in vitro Bedingungen erhoben wurden. Solche statischen Modelle sind 
weit entfernt von den physiologischen dynamischen Bedingungen in vivo. Allerdings 
könnte man durch die erhobenen Daten einen möglichen Einfluss einer Hyperthermie 
bei der Entstehung der feuchten Makuladegeneration deuten. So konnte bereits gezeigt 
werden, dass im Rahmen der AMD der choroidale Blutfluss abnimmt (Metelitsina 2008; 
Boltz 2010). Hieraus könnte eine mangelnde choroidale Kühlung und folglich die 
Entstehung einer  Hyperthermie geschlussfolgert werden. Im in vitro Model führt eine 
solche Hyperthermie zu einer VEGF Induktion. In vivo konnten im Rahmen der CNV bei 
der AMD ebenfalls erhöhte VEGF-Spiegel nachgewiesen werden. In wieweit diese 
Mechanismen aber tatsächlich eine Rolle bei der Entstehung der AMD spielen, ist durch 
diese Arbeit nicht abzuschätzen und muss durch weitere Studien belegt werden.  
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Außerdem könnte eine starke VEGF Sekretion durch das RPE bei in vitro Stimulation 
mittels Hyperthermie ein Indiz für die möglichen Nebenwirkungen oder Komplikationen 
einer hyperthermen Therapie darstellen. Die transpupilläre Thermotherapie hat einen 
Stellenwert in der aktuellen Behandlung verschiedener Erkrankungen. Allerdings 
wurden in den durch eine TTT behandelten Augen auch Komplikationen beobachtet. So 
beschrieb Stoffelns das Auftreten von choroidaler Neovaskularisation im bestrahlten 
Areal von Augen mit einem uvealen Melanom (Stoffelns 2006). Ähnliche Komplikationen 
beobachtete Currie bereits zuvor. Hier wurde zusätzlich von arteriellen und venösen 
Gefäßokklusionen berichtet. Hierdurch kam es bei einigen Fällen zu einem Visusverlust 
durch die Therapie (Currie et al 2000). In einem Fallbeispiel berichteten Schöpfer und 
Stoffelns im Jahre 2010 erneut von der Ausbildung einer choroidalen 
Neovaskularisation nach intensiver Anwendung einer TTT (Schöpfer et Stoffelns 2010). 
Ein weiteres ophthalmologisches Krankheitsbild, bei der eine TTT derzeit therapeutisch 
eingesetzt wird, ist die choroidale Neovaskularisation bei der AMD. Benner et al 
beschrieb im Jahre 2002 das Auftreten von zwei Infarkten der Makula nach Anwendung 
einer TTT. Als prädisponierender Faktor wurde damals eine geographische Atrophie des 
RPE oder eine Narbe nach vorheriger Bestrahlung des Gebietes vermutet (Benner et al 
2002). Weiterhin werden in der Literatur Komplikationen wie die Ausbildung eines 
Makulaödemes oder die Entstehung von subretinalen Hämorrhagien beschrieben 
(Parrozzani et al 2009). 
Bei der Pathogenese dieser genannten Komplikationen wird in der Literatur VEGF eine 
entscheidene Rolle zugesprochen (Schlingemann 2004; Miller et al 2003; Scholl et al. 
2010). Unsere Daten zeigen, dass in vitro durch eine hypertherme Bestrahlung eine 
VEGF-Induktion im RPE ausgelöst wird. Eventuell ergibt sich somit ein möglicher 
Zusammenhang zwischen der TTT und den beschriebenen Komplikationen.   
Weiterführend müsste in Zusammenhang mit unseren Daten in Bezug auf die 
hypertherme Lasertherapie der CNV bei einer AMD die Indikationsstellung kritisch 
disskutiert werden, da sich Hinweise zeigen, dass die hypertherme Therapie die 
Induktion des pathogenetisch ursächlichen Faktors VEGF  triggert.  
Nach heutigem Stand der Forschung stehen erhöhte VEGF Spiegel im Verdacht die 
Entstehung von Mikrometastasen beim uvealen Melanom zu begünstigen. Diese These 
ist derzeit noch unzureichend erforscht und wird diskutiert. Sollte sich allerdings in der 
Zukunft ein Zusammenhang zwischen erhöhten VEGF Spiegeln und einer 
begünstigenden Entstehung von Mikrometastasen zeigen, wäre dies als negativer 
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prognostischer Faktor zu werten. Somit müsste dann der Einsatz einer TTT auch im 
Rahmen der onkologischen Behandlung des uvealen Melanoms kritisch bewertet 
werden und der Einsatz genauestens abgewogen werden. 
 
4.5  Schlussfolgerungen dieser Arbeit 
 
Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass Hyperthermie eindeutig eine zeit- und 
temperaturabhängige toxische Wirkung auf RPE Zellen hat. Weiterhin konnte, ebenfalls 
zeit- und temperaturabhängig, eine Induktion der VEGF Sekretion durch das RPE 
beobachtet werden. Es wurde eine spezifische intrazelluläre Regulation der VEGF-
Sekretion durch die MAPK p38, sowie zu einem geringeren Teil durch die MAPK JNK 
nachgewiesen. Eine Beteiligung der TRPV-Kanäle ließ sich nur für geringere 
Temperaturen (40°C) zeigen. Die Daten dieser Studie sind unter artifiziellen 
Bedingungen einer Zellkultur entstanden, jedoch sollten diese Daten mit der klinischen 
Situation im menschlichen Auge übereinstimmen, könnten hierdurch die bekannten 
Komplikationen einer hyperthermen Behandlung im Sinne einer transpupillären 
Thermotherapie zumindest zum Teil erklärt werden und sollten bei der klinischen 
Anwendung berücksichtigt werden.  
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5 Zusammenfassung 
 
In der Retina ist der Vascular Endothel Growth Faktor (VEGF) ein entscheidender 
Botenstoff, welcher vom retinalen Pigmentepithel ausgschüttet wird. VEGF führt zur 
Ausbildung von retinalen und choroidalen Neogefäßen, dient als Überlebensfaktor für 
Endothelzellen und sorgt physiologischerweise für ein Gleichgewicht der choroidalen 
Vaskularisation. 
Bei vielen pathologischen Veränderungen im Auge, wie beispielsweise der feuchten 
Makuladegeneration, okulären Tumoren oder der Neugeborenenretinopathie, ist eine 
vermehrte choroidale Neovaskularisation als Ursache für den meist erheblichen 
Visusverlust beobachtet worden. Hierfür wird eine pathologische Induktion von VEGF 
verantwortlich gemacht. Eine solche Induktion kann über verschiedene Noxen erfolgen. 
Unter anderem konnte eine Hyperthermie als Noxe identifiziert werden. 
Eine lokale Hyperthermie kann im Auge therapeutisch genutzt werden, zum Beispiel im 
Rahmen einer transpupillären Thermotherapie (TTT). In dieser Studie wurde der 
Einfluss von Hyperthermie auf das Zellüberleben und die VEGF Sekretion untersucht. 
Hierfür wurde die humane Zelllinie ARPE-19 mit verschiedenen Temperaturen (40°C, 
42°C, 45°C und 50°C) bei unterschiedlichen Zeitintervallen stimuliert, um die 
zytotoxische Wirkung zu beobachten. Es zeigte sich ein signifikanter  zeit- und 
temperaturabhängiger Zelltod. Im weiteren Verlauf wurde die VEGF-Konzentration 
bestimmt. Hier zeigte sich ein zeit- und temperaturabhängiger Anstieg der VEGF-
Sekretion pro vitaler Zelle.  
Die erhöhte VEGF-Sekretion bei Hitzestimulation wird zum größten Teil über die MAPK 
p38 vermittelt und zu einem geringen Teil über JNK. Ein Einfluss von ERK 1/2 konnte 
nicht gezeigt werden. TRPV-Kanäle hatten lediglich bei 40°C einen signifikanten Einfluss 
auf die Sekretion von VEGF. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Hyperthermie  zeit- und temperaturabhängig eine 
VEGF-Sekretion im retinalen Pigmentepithel induziert, welche zum größten Teil über 
die MAPK p38 vermittelt wird. Hieraus ergeben sich Hinweise für mögliche 
Konsequenzen einer  hyperthermen Behandlung der Retina. 
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